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Uber sog. Aktivatoren der alkalischen Phosphatasen 
Von 


D. Albers 


(Aus der Abteilung f. Geschwulstforschung der II. Medizinischen Universitétsklinik Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1940) 


Die Wirksamkeit eines Ferments kann hiufig durch einen 
sogenannten Aktivator gesteigert werden. Diese ‘latsache schlieBt 
aber keineswegs in sich, dab jede Erhéhung der Fermentwirk- 
samkeit durch einen spezifischen Aktivator hervorgerufen sein 
muB, Nicht selten katalysieren Salze den Ablauf der Knzym- 
reaktion, wie zB. das NaCl bei der Amylase in erheblichem 
Mabe. Wenn man aber an einen spezifischen Wirkungsmecha- 
uismus denken méchte, darf nicht itibersehen werden, dab die 
Amylase auch durch andere Jonen aktiviert werden kann. 
Andrerseits wird der Fermentwert durch Entzug von Salzen, 
zB. mittels Dialyse, hiufig herabgesetzt. Wird das alte Reak- 
tionsmilieu wieder durch Zusatz der so entzogenen Jonen herbei- 
gefiihrt, so tritt die urspriingliche Aktivitit wieder ein. Es ist 
unseres Krachtens aber nicht zuliBig, solche Kérper, die durch 
Milieuinderung eine Zunahme der Fermentwirksamkeit herbei- 
fihren, als Aktivatoren anzusprechen. Es gelingt zB. durch 
Natriumacetat den Fermentwert einer alkalischen Nierenphos- 
phatase zu erhéhen. Wird aber durch lingere Dialyse das Co- 
Ferment vom Apo-Ferment abgetrennt, wie wir es fiir die alka- 
lische Nierenphosphatase durchfiihrten!), so kann das Protein 
durch Natriumacetat nicht beeinfluBt werden. Dieses Salz ist 
kein wesentlicher Bestandteil des Fermentkomplexes, wie es das 
Magnesium zu sein scheint. 

Fiir die Beurteilung von Zusitzen, die einen ,,Aktivatoreffekt“ 
zeigen sollen, ist das Kinhalten der optimalen Bedingungen, unter 
denen ein Enzym wirkt, unbedingt erforderlich. Hierzu gehéren 
nicht nur ein Milieu mit geeignetem Puffer, p,, ‘Temperatur usw. 
sondern die Verwendung eines mdéglichst reinen Ferments und 
die Entfernung von Hemmstoffen bzw. die maximale Umwandlung 
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von Desmo- in Lyoenzyme. LEinen deutlich hemmenden Hinilaj 
zeigt nach unserer Erfahrung lediglich das Calcium-Ion — viel. 
leicht als antagonistische Wirkung zum Magnesium auf dic 
alkalische Phosphatase. Waldschmidt-Leitz, Schaffner und 
Bauer?) fanden zwar, daB Disulfidkérper bzw. Sulfhydrylgruppe 
die Aktivitit herabsetzen. Es ist aber fraglich, ob man je 
Verminderung der Enzymwirkung als spezifische Hemmung deutey 
soll.*) Nicht nur, daB das Milieu durch alle méglichen Zusiitz 
verindert wird, auch eine Bindung bzw. Vergiftung des Substrates 
inuB fir die Fermentwirkung ausgeschlossen werden. Inwieweit 
es sich bei einer Verstiirkung der Fermentaktivitit um Aus 
schaltung von Hemmstoffen oder um Umwandlung von Desmo- iy 
Lyoenzyme handelt, ist im EKinzelfalle schwer zu _ entscheiden, 
Wir haben z. B. bei einer Nierenphosphatase mifigen Reinheits. 
grades beobachtet, daf eine mit destilliertem Wasser hergestellte 
Liésung, die nach 24 Stunden von unléslichen Bestandteilen ab. 
getrennt war, im Laufe der folgenden 4 Tage erheblich an 
Wirkung gewann. Nach dieser Zeit blieben die Werte der 
Lésung, welche bei + 4° aufbewahrt war, konstant. Es _ wiire 
denkbar, dafS durch das Stehenlassen Hemmkérper zerstir' 
wurden, so daB der Fermentwert anstieg. Zutreffender erscheint 
uns die Erklirung, daf es sich nach den schénen Untersuchunges 
von Willstitter’) und Bamann®5) um eine Anderung der Zu: 
stands- bzw. Léslichkeitsform des Enzyms handelt, zumal de 
Luftsauerstoff auf die Nierenphosphatase keinen HinfluB hat. 
Dieser Vorgang hat aber unseres Erachtens nichts mit einer echteu 
Aktivierung gemeinsam, ist aber wahrscheinlich von Bedeutung 
fiir die Einstellung eines Adsorptionsgleichgewichts zwischen 
Knzym und Substrat (unter Beriicksichtigung der Adsorptions- 
isotherme von Langmuir). Hemmende Substanzen werden sich 
auch dann stirker stérend auswirken, wenn die Affinitiit de 
Substrats zum Enzym nicht grof ist. Fiir die Phosphatase lege 
hieriiber noch keine Angaben vor; auch iiber die Dissoziatious- 
konstante kénnen wir erst Angaben machen, wenn wir das Ferment 
noch weiter gereinigt haben. 


Kinige Autoren verstehen unter sogenannten Aktivatorel 
. *“y* « - oa 2 0) 
fermentstabilisierende Substanzen. Nord®) legt Wert darauf, dab 





*) Wenn es sich um eine irreversible Fermentzerstérung handel, 
wie z. B. des Apoferments der Nierenphosphatase durch U.V- oder Réntge 
strahlen”) sollte man den Begriff Zerstérung dem der Hemmung vorziehet. 
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dint sogenannte Aktivatoren als eigentliche Schutzstoffe fiir das KEnzym 
. al aufzufassen sind: ,really protectors, enable the enzymes to act 
uf di under conditions which are more nearly those which might be 
y unggexpected to be prevalent in ideal cases." Dieser Vorstellung 
upper pilichten Sumner und Hand’) fiir die krystallisierte Urease bei. 
1 jet Kine Lésung dieser Urease verliert durch Stehenlassen ihre Ak- 


tivitit, was durch Substanzen verschiedenster Art, z. b. Aminosiuren, 


leuten ; 
verhindert werden kann. 


usiitze 
strates 
le weit 

Aus 


no- 1N 


Derartige Schutzstoffe sieht O. Bodansky’) bei der alka- 
lischen Phosphatase in der Beschleunigung der Hydrolyse durch 
\minosiiuren. Die mit der Reaktionszeit zunehmende Inaktivie- 
rung soll durch Aminosiiuren verhindert werden. Wir haben 
eiden,mdiese Angaben, die von Bodansky an einer Nierenphosphatase 
heits.{@mittleren Reinheitsgrades, einer Darm- und Knochenphosphatase 
stellteferhoben wurden, an einem von uns dargestellten Nierenferment *) 
n ab-gegeprift und geben sie in Tab. 1 wieder. 

















han 
» deri Tabelle 1 
ware Zusatz von Aminosiuren zu alkalischen Phosphatasen 
rstort |stiindige Spaltung bei 35°, Substrat: ¢-glycerophosphorsaures Na 
scheint 
ingelm |. ‘ _ Mol. End-Konz. Ohne Mit 
C Ferment Aminosiiure : is ; - 
= der Aminosiiure Me-Zusatz Me-Zusatz 
r Lu: 8 
I da 0 18,3 21,7 
hat. Glykokoll 1/60 16,68 19,2 
chteu . 1/120 17,46 21,8 
bad Pferde- e 1/240 17,6 21,2 
noun Alanin 1/60 17,8 20,64 
schenf/® nieren ‘ 1/120 18,8 21,7 
aa 1/240 17,4 20,7 
1LODS- ” jen an gor oe 
a Leucin 1/60 (,42 10,6 
Sich Z 1/120 10,68 14,0 
E des ‘. 1/240 13,4 17,0 
legel 









Im 1stiindigen Spaltungsansatz der Nierenphosphatase ist 
tine Beschleunigung der Hydrolyse durch Zusatz von Glykokoll, 
Alanin oder Leucin in verschiedenen Konzentrationen nicht zu 
bemerken. Im Gegenteil tritt eine leichte Hemmung der Ferment- 
aktivitit auf, die beim Zusatz von Leucin sogar recht erheblich 
ist. Wir méchten vermuten, da8 der Zusatz der Aminosiuren 
zu dem Veronalpuffer, den Bodansky benutzte, eine Verbesserung 
des Milieus herbeifiihrte. Bei dem reineren von uns dar- 
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(Ammoniak—Ammonchlorid) ist eine Aktivitiitszunahme nicht mel, i best: 
bman 
so d 
’ beze 
> taser 
- ferm 
die : 


zu verzeichnen; es tritt im Gegenteil durch die erwihnten Amino. 
siuren eine leichte Hemmung ein. Bei den Versuchen yy 
Bodansky ist auch zu bedenken, daB er bei der Priifung de 
Nieren- und Darmphosphatase gleichzeitig Glykokoll + Mg 2. 
gesetzt hat und daB die Beschleunigung der Hydrolyse méglicher. 
weise lediglich auf das Mg-lon zuriickzufiihren ist. 


DaB die Auswahl des Puffers von Bedeutung ist, konnte 
wir bei unserem von Verunreinigungen weitgehend befreity 


bringen in Tab. 2 einige Beispiele. 


Phosphataseaktivitét bei verschiedenem py 
und verschiedenem Puffer. 
Schweineniere: Lésung 1 mg in | cem, im Ansatz 1:20 verdiinnt; 
Bebriitungszeit 1 Stunde. 
Pferdeniere: Lésung 1 mg in | cem, im Ansatz 1:20 verdiinnt; 
Bebriitungszeit 15 Minuten. 





Ammonchlorid 





Glykokoll 


je * la*¢ ° | ° 
Ferment PH) ohne | mit ohne mit 
Mg-Zusatz  Mg-Zusatz | Mg-Zusatz | Mg-Zusatz 


Schweine- 








niere 9,2 2,1 3,0 2,3 a 
Pferde- 
niere 9,2 3,8) 4,0 4,2 4,5 


Die Phosphatasewerte liegen beim Glykokollpuffer niedrige: f 


Pals < 
Nierenferment beobachten. Der Glykokollputfer zeigte sich a\ pliche 
weit ungeeigneter als der Ammonchloridpuffer desselben p,,. Wir 
E Wirl 


e Pu: 
 briitu 





aus 
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N1er 


konz 


spiel 


oe ) 
cure. 


| gelas 


Op 


{) 


Sert 


als die entsprechenden Phosphatasewerte des Ammonchloril-¥ 


puffers. Obwohl die Pufferungskapazitit des Ammonchlorid- 
Ammoniakpuffers nicht sehr groB ist, ist dieser geeigneter ai 
der Glykokollpuffer von Jenner und Kay. Wir halten « 
daher fiir empfehlenswert, den Ammonchloridpuffer zu benutzeu. 


Kin fermentkatalysierender Effekt ist von einer Reihe Metall: 
ionen bekannt. Obwohl dies auch fiir die alkalischen Phos 
phatasen nicht selten — zuletzt von Thannhauser!) — behaupte 
ist, konnten wir dies fiir Mangan-Kisen- und Kobaltsalze nicht 


*) py-Messung mit der Glaselektrode und Réhrenvoltmeter (Ultre 
lonograph der Firma Lautenschliger, Miinchen). 


fer 


keine 
eteint 


q ment 





























) mehr 
mino. 
1 VoL 
ig der 
g A 


icher. 


nn tey 
reitey 


h als : 


Wir 


driger & 


lorid- 
orid- 
r als 
anh} 
utzeL. 
[etall- 
Phos 
pu ptet 
nicht 


(Ultra: 


‘ment ist auch ohne Mg wirksam!) 
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pestiitigen. Lediglich das Magnesium zeigt, wie schon seit Erdt- 
-man!) bekannt ist, stets eine deutlich stimulierende Wirkung, 
'so daB es friher als ,der Aktivator“ oder auch als Co-Enzym 
bezeichnet wurde. Die Aktivierbarkeit der alkalischen Phospha- 
‘tasen durch Mg ist sehr unterschiedlich; wihrend ein Hefe- 
‘ferment sich gewohnlich um mehrere 100°/, steigern liBt, nimmt 
‘die Aktivitat beim Serumenzym um 5—100°/, zu. Beim Ferment 
'aus Pferdeniere lift sich im allgemeinen keine gréBere Erhéhung 
Pals 5—25°/, feststellen. Es ist nicht sicher, ob die unterschied- 
liche Aktivierbarkeit auf einer Verschiedenheit an vorhandenen 
‘freien Mg-Ionen beruht, denn die Menge Mg, die zur optimalen 
| \Wirkung zugesetzt werden muff, ist fiir Serum-Gallen- und 
Nierenphosphatase praktisch gleich; sie betrigt m/200 End- 
konzentration im Ansatz. Wir bringen in Tab. 2 einige Bei- 
spiele; Zusiitze, die mit einer geringeren Konzentration als m/200 


| durchgefiihrt wurden, haben wir aus Raumersparnisgriinden fort- 


| gelassen. 
Tabelle 2 
Optimale Aktivierungsbedingungen durch Zusatz von MgCl,. 


| pq 9,1, Substrat: #-glycerinphosphorsaures Na, bei den Seren 3stiindige Be- 


| brittung, Werte = abgespaltene mg?/, P,O,; bei der Niere 15 Minuten 


Bebriitung, Werte = abgespaltene mg P,O,/mg Trockenpulver. 








MgCl, Endkonzentration 
Serum Nr. fe) 1 a a ry ie 1 | ay aa = 4) a 
/ 200 /100 | /50 /20 /10 
Phosph.-E. 

144 70,1 121,1 | 110,0 91,3 81,5 70,1 
202 6,1 11,7 | 7,8 “4 | 6,7 6,3 
178 15,8 21,4 19,7 19,7 16,9 16,3 
170 19,7 28.8 19,7 

72 61,0 83,9 51,7 





MgCl, Endkonzentration 





Nieren- - “ ee “ 
. ’ 1/ 1 1 
ferment 0 /300 / 200 /150 /100 
mg P.O. 
| 1,55 21 | 218 1,96 1,93 


_ Uber den Wirkungsmechanismus des Magnesiums liegen noch 
‘keine gesicherten Tatsachen vor. Vermutlich ist es an den Pro- 
vteinteil des Fermentmolekiils dissoziabel verbunden. Das Co-Fer- 
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Neben den Méglichkeiten der Aktivierung durch sogenannt 


Aktivatoren ist immer wieder die Frage aufgeworfen worden, of 
die Erhéhung der Phosphatasewerte bei pathologischen Zustiinde, § 
oder durch experimentelle MaSnahmen auf eine Vermehrung ode 
verstirkte Aktivitit des Ferments zuriickzufiihren ist. Thanp.f 


hauser?*) ist der Ansicht, daB eine erhéhte Aktivitit vorliec, 
Zum Beweis fiihrt er folegende Versuche an: Seren mit hohe 


Phosphatasewerten werden mit Seren, die einen niedrigen Werf 
zeigen, gemischt. Sind die hohen Werte nicht durch eine Ver. 


mehrung, sondern durch erhéhte Aktivitiét bedingt, so miisse 
diese Seren andere mit geringer Aktivitit steigern. Er hat ver. 


schiedene pathologische Seren mit hohen Werten mit solchen§ 
die einen niedrigen Fermentgehalt hatten, teils im Verhiiltnis 1:1 f 


teils 1:5 gemischt. Er fand eine deutliche Aktivierung der 
Normalserenwerte, wenn er im Verhiltnis 1:5 mischte. Eine 
Nachprtifung dieser Befunde bringen wir in T'ab. 3. 

p g g 


Die Zusammenstellung in Tab. 3 und 4 ergibt, daB normakf 
Seren nicht regelmifig durch pathologische Seren aktiviert werden f 


kénnen. Wir haben zur Klirung auch einige Male einen Parallel 


ansatz mit Mg-Aktivierung durchgefiihrt; aber auch hier erga) — 
sich kein einheitliches Bild. Wir konnten uns vorstellen, dai f 


durch Mischung der Seren ein verindertes Reaktionsmilieu ¢e- 


schaffen wird, z. B. mehr oder weniger Aminosiiure, Mg- uilf 
andere Ionen vorhanden sind, so da bei einem geeigneten Milieu 


eine Aktivierung, bei cinem ungeeigneten eine Hemmung au: 


tritt. Die Frage, ob das Ferment in vermelrter oder aktivierta§ 


Form vorliegt, ist durch diese Untersuchungen nicht geklart. 


Die Zahlen bedeuten Serum-Phosphatase-K nach Jenner 


und Kay (Menge P,O,, die in 3 Stunden bei 37° abgespalter ff 


worden ist.) Spalte 1 enthilt die Phosphatase-E der Seren. I: 
wurden in jeder Versuchsgruppe 4—6 Seren genommen, unter 
denen einige hohe, die anderen niedere Phosphatase- Werte hatte. 


Seren mit hohen Werten wurden mit Seren von geringerer Phos 


phataseaktivitit im Verhiltnis 1:5 (Tab. 3a und 4, Spalte 2—1 


gemischt und im 3 Stunden-Ansatz die Gesamtaktivitat gepriit® 
Tab. 3b zeigt die Serum-Mischung im Verhiltnis 1:1. Wenn kem 


gegenseitige BeeinfluBung der Seren zustande kime, miBte det 


theoretische Wert=b erhalten werden. Zum Vergleich wurde day 


gefundene Wert=a neben dem theoretischen Wert b in Spalte- 
bis 4 aufgefiihrt. 
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Phosphatasewerte von lL: 


Tabelle 3a 
5 gemischten Seren 


Uber sog. Aktivatoren der alkalischen Phosphatasen 
= ] 


mit 


Mg-Zusatz. 


a = gefundener Wert; b = theoretischer Wert. 
Im Parallelansatz mit m/200 MgCl,-Endkonzentration. 








Z. 
J mM 
Me 
IS,] 
2 1 108,0 
3 7,6 
7,8 | 
) 74 
| 16.5 
21 142 
»| on 9 
*) aed 6 og ead 
f 9 OD 


Phosphatasewerte von | 


Spalte J 


O. 


Me 


20,8 
151,0 
11,8 
11,8 
8.6 





Spalte 2 

Serum | 

a b a 
oO | mm | O&O | med oe 
Mg Mg Mg Mg | Mg 
4,0 7,4) 9,7/13,4]29,0) 29,8 
4,4) 6,9) 9,5/' 16,8]19,2| 42,8 
12,0) 14,5! 8,9 10,7]36,0) 67,5 


Tabelle 3b 





Spalte 3 | 


Serum 2 


m. 


Mg 


0. 


Mg 


24,3 35,0 
24.5 | 35,0 
93.9 32.3 





Me | Mg 


Spalte 4 


Serum 3 
a b 
m. | oO. | m. 





Mg Mg 


Phosphatasewerte von 1:1 gemischten Seren 


23.9 
18,8 
43,0 


12,6 


Versuchsansatz wie in 


9,5 | 17,7 
20,4 | 2 
10,9} 14,8 12,7 


| a, 


15,3 | 21,3 
3,3 21,8 33,4]24,3 27,6 20,7 30,9 
18,2]10,1 


Tabelle 4 


Tab. 3a. 


15,0 11,6) 15,7] 22,4 | 28,2 | 18,1} 27, 
Seren ohne Mg-Zusatz 


>:D gemischten 





























&|Spaltel Spalte 2 Spalte 3 | Spalte 4 Spalte 5 
: +- Serum ] + Serum 2 + Serum 3 + Serum 4 
Z a b ‘ b a b a b 
Ll} 92,4 
91 65.5 79,0 78,4 
3] 7,2 10,8 49,8 31,7 36,4 
t} 12,9 4,2 02,7 4,8 39,2 7,6 10,1 
I} 14,2 97,4 53.3 13,5 9,9 10,7 13,6 6,5 13,6 
S84 
2] 63,1 
8,1 32,4 21,6 37,7 27,3 
t+] 13,4 52,2 26,0 37,5 26,0 
98.6 
24 11,2 
19,6 
‘ ms | ‘ : | sd ) ‘ 
t+} 14,8 27,4 28,8 30,6 | 14,4 13,8 20,0 
5,3 5. 20,8 63 | 63 5.3 12,0 
0 3 4,2 13,0 






























i D. Albers, 


Ferner hat Thannhauser?%) in einer Reihe von Arbeite, § 


iiber die Wirkung der Ascorbinsiiure auf die Serumphosphatas 
berichtet. Durch die Ascorbinsiure konnte eine Phosphatase. 
aktivierung erzielt werden, die in den meisten Fallen 100°/, ode 
mehr betrug. Allerdings war die Fermentsteigerung bei dey 
einzelnen Seren auBerordentlich unterschiedlich, und zwar schwankt: 
sie zwischen 25 und 600°/,. Diese erstaunliche EKinwirkung de; 
Ascorbinsiure, die bei den verschiedensten Substraten anzutreffey 
war, veranlaBte Thannhauser anzunehmen, daB es sich um eine 
spezifische EKinwirkung handle, die im Sinne eines Co-Fermente;s 
analog den Co-Enzymen von Warburg, Meyerhof und you 
Kuler — die Dephosphorylierung entscheidend beeinflussen wiirde, 
Auf Grund seiner Befunde nahm er auch die alte Streitfrage auf 
ob im Serum die Menge oder der Aktivititsgrad der Phosphatase 
veriindert sei, da bekanntlich lediglich der Endzustand bei der 
Dephosphorylierung, die abgespaltene Phosphormenge, als MaBstab 
fiir die Fermentwirkung erfaBt wird. Thannhauser war nu 
der Meinung, daB die starke Aktivierbarkeit durch Ascorbinsiure 
so gedeutet werden miisse, dafi — besonders bei pathologischen 
Seren — nicht eine absolute Knzymvermehrung vorliege, sondern 
daB nur die Aktivierbarkeit gesteigert sei. Die Bedeutung des 
Magnesiums, das seit Erdtman!!) als Aktivator fiir die alka. 
lischen Phosphatasen erkannt war, wire fast bedeutungslos ge- 
worden, da auch ohne Magnesiumzusatz durch Ascorbinsiure 
allein die groBe Wirkungssteigerung erzielt werden konnte. 

Die Wichtigkeit der Angaben von Thannhauser und die 
damit verbundenen Probleme veranlaBten uns, den KinfluB der 
Ascorbinséure auf die alkalische Serumphosphatase zu_priifen. 
zumal uns bei der Durchsicht der Tabelle aufgefallen war, dai 
1. die Aktivierungsgrade auBerordentlich verschieden waren, 
2. die Absolutwerte nach Ascorbinsiurezusatz bei den einzelnen 
Ansitzen trotz verschiedener Seren ziemlich dicht beieinander 
lagen und 3. die Aktivititssteigerung schon in den ersten Minuten 
steil in die Héhe ging, um dann in einer sehr flachen Kurve 
weiter anzusteigen. Unsere Untersuchungen wurden mit Ascor 
binsiure und seiner oxydierten Form (Dehydroascorbinsiure 
durchgefiihrt. Wir geben einige Werte in Tab. 5 wieder. 

Wir verzichten auf die Wiedergabe eines gréferen Zabhlen- 
materials, da die Zugabe von Ascorbinsaure in keinem Falle eine 
deutlich meBbare Steigerung der Aktivierbarkeit durch Mg ver- 
ursachte. Die Annahme Thannhausers, da der Ascorbin- 
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Einwirkung von Ascorbinséure 


Phosphatase-E. ausgedriickt als 


Tabelle 5 


Uber sog. Aktivatoren der alkalischen Phosphatasen 


auf Serumphosphatasen 


abgespaltenes mg P,O,. 





die Phosphatase von Normalseren. 
bleiben, ob die hohen Phosphatasewerte bei pathologischen Zu- 
|Standen auf eine quantitative oder qualitative Fermentinderung 
41 beziehen sind. 


Mit Mit Mit Dehydro- 
. Mit “nan , Ascorbin- Ascorbin- 
Ohne | Aseorbin- Deny are- ait siiure siure 
Zusatz | care Ascorbin- | MgCl, m/200 bier ge 
ital MgCl, m/200 | MgCl, m/200 
26,4 35,0 39,4 49,0 49,5 45,3 
97 6 34,0 38.4 50,0 14.) 39.0 

















siure die Rolle eines Co-Ferments zukomme, ist abzulehnen, zuma] 


' uns die Abtrennung des Co-Ferments vom Apoferment gelungen 


ist und eine Identitat mit Ascorbinsiure sicher nicht besteht. 
Die Vermutung Thannhausers, daB die hohen Phosphatase- 
werte von pathologischen Seren (z. B. Ikterus) auf ihrer Aktivier- 


| barkeit durch Ascorbinséiure beruhe, ist damit unwahrscheinlich 
| gemacht. 
_K.J. King und G. KE. Delory**) tiberein. 


Unsere Befunde stimmen mit den Ergebnissen von 


Methodik 


Phosphatasebestimmung nach Jenner und Kay. 
Eikonogen. Substrat: (-glycerinphosphorsaures Natrium. 
nach Fiske und Subbarow in der Modifikation 
und Jendrassik mit dem Stufenphotometer von ZeiB. 


Reduktionsmittel: 
Phosphatbestim- 


mung von Lohmann 


Zusammenfassung 


1. Der Begriff Fermentaktivator sollte nur dann angewendet 
werden, wenn die Aktivierung eines méglichst reinen Ferments 
in einem optimalen Reaktionsmilieu in jedem Falle erfolgt. 

2. In diesem Sinne ist nur das Magnesium-Ion als Aktivator 


| der alkalischen Phosphatasen anzusehen. Die Bezeichnung Co-Fer- 
‘ment fir die Mg-Wirkung ist unzulissig. Eine Anzahl unter- 
'suchter Stoffe wie Aminosiiuren, Metallsalze zeigen praktisch 
| keinen katalytischen Effekt der Hydrolyse. 
_ Keaktionsmilieus und der Zustandsform des Enzyms wird erértert. 


Die Bedeutung des 


3. Pathologische Seren aktivieren nicht mit Regelmifbigkeit 
Ks muff daher ungekliart 


4. Ascorbinsiure ist kein Aktivator der Phosphatasen. 
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10. 
11. 
12. 


13. 


14, 


D. Albers, Uber sog. Aktivatoren der alkalischen Phosphatasen 
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1. DIS 


Untersuchung der Kriétengalle. VII 


Pentaoxybufostan C,.H, 0, 
Von 
Taro Kazuno 
(Mit 1 Figur im Text) 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1940) 


Als Bestandteile von Galle wurden bis heute mehrere Steroide 
und einige kohlenstoffreichere Gallensiiuren neben Sterinen und 
Gallensiiuren mit 24 Kohlenstoffatomen gefunden. Aus Kroten- 
galle wurde in der neutralen Fraktion ein Steroid, Tetraoxy- 
bufostan') C,,H,,0O, und in der Siurefraktion eine Zwischenstufe, 
Trioxy-bufosterocholensiure?) C,,H,,O, und ‘l'rioxy-isosterocholen- 
siiure*) C,,H,,O, gefunden. Auber diesem Steroid betinden sich 
mehrere gallertartige Steroide in der Kroétengalle. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde diese gallertartige 
neutrale Fraktion untersucht. Die Gallensiure in der Kroéten- 
galle kommt bekanntlich ungepaart vor, wihrend die neutrale 
Fraktion urspriinglich aus Schwefelsiureestern der Steroide be- 
standen hat. 

Nachdem die ungepaarte Gallensiure der mineralsauer ge- 
machten Galle mit Ather entzogen worden ist, wurde die Galle 
merst mit 3°/, Kochsalz, dann mit 10°/, und endlich bei Satti- 
gung ausgesalzen und filtriert. Im ganzen wurden also 4 Frak- 
tionen gewonnen. Aus dem Hauptteil der ersten und aus dem 
kleinen Teil der zweiten Fraktion wurde eine Substanz vom 
‘chmelzpunkt 197° gewonnen, die durch Hydrolyse neutrale 
Krystalle vom Schmelzp. 172° und ein Mol Schwefelsiure lieferte. 


'. T. Makino, Diese Z. 220, 49 (1933). 
’ T. Shimizu u. T. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934); T. Shimizu u. 
T. Kazuno, Diese Z. 239, 74, 167 u. 170 (1936). 
T. Shimizu u. T. Kazuno, Diese Z. 239, 67 (1936); J. of Biochem. 


3 3) 
F 2%, 245 (1937). 









12 Taro Kazuno, 


Diese Krystalle wurden Pentaoxybufostan (I) genannt und & iibe 
zwar wurden aus 4000 Krétengallenblasen 9 g Pentaoxybufostay F Au 
C,,H,,O, gewonnen, was den Hauptteil der neutralen Fraktion & buf 
ausmacht. Aus der gereinigten 2. Fraktion wurde durch Hydro. & oxy 
lyse Tetraoxybufostan nach Makino!) gewonnen, das ich als} wor 
Tetraoxy-norbufostan bezeichnen mochte, da dies ein Koblen. — Ste 
stoffatom weniger als Pentaoxybufostan hat. { 

Aus der schwarzbraunen 6ligen 3. Fraktion wurde durch & Oxi 
Hydrolyse eine gallertartige, in Ather unlésliche saure Substan: in 
erhalten. Aus der 4. Fraktion schieden sich bei langem Stehen & was 
0,5 g ungepaarte neutrale Substanz vom Schmelzp. 175° aus, & buf 
welche Tetraoxycholan genannt wurde. Aus dieser 4. Fraktion B Wa 
wurden weiterhin 20g einer aus Wasser in Federn krystalli- & stof 


sierten, gepaarten Substanz isoliert. B yon 
Pentaoxybufostan vom Schmelzp. 172° hat eine spezifische — ylei 
Drehung [a@]?? = + 33,49° in Alkohol und zeigt eine positive JE dab 


Pettenkofersche und Hammarstensche Reaktion. Bei Lieber- & Del 
mann-Burchardscher Reaktion farbt sich die Lésung violettrot. F des 
Der Analyse nach stimmt die Substanz mit der Formel ©,,H,,0, & gru, 
iiberein, addiert kein Brom und ist gegen Permanganat gesiittigt, J den 
bestindig gegen katalytisch erregten Wasserstoff und reagieit — lin 
nicht mit Ketonreagentien. Da Pentaoxybufostan eine gesittigte & \,, 
Verbindung ist, so miiBte es als Paraffin die Formel ©,,H,,0, 
haben. Da es aber mit C,,.H..O, um 8 Wasserstoffatome farmer Hy: 
ist als das entsprechende Paraffin, so muB es 4 Ringe ent- & bis 
halten und also den Kern des Cyclopentanoperhydrophenanthren & ket: 
enthalten. F noc 
Bei der Behandlung mit Pyridin und Essigsiureanhydrid & pun 
liefert es ein Triacetat (V) vom Schmelzp. 117—119°% Durch FF posi 
Oxydation mit Chromsiiure wird Pentaoxybufostan (I) in Triketo- JF Pen 
dioxybufostan von der Formel C,,H,,O, (II) und Schmelzp. 199°. . 
welches ein Trioxim vom Schmelzp. 234° liefert, und in Tetra- & Ty} 
keton von der Formel C,,H,,0, und Schmelzp. 250° (III), welches 4 0,1 
ein Tetraoxim vom Schmelzp. 244° liefert, iibergefiihrt. Dieses J Tri} 
Tetraketon wurde Tetraketo-isobufostan (III) genannt, da es cil JR niss 
isomeres Derivat von Bufostan ist (nihere Angaben weiter unten) & lytis 
Triketodioxybufostan (II) wird durch katalytische Hydrierung & very, 
wieder in urspriingliches Pentaoxybufostan (I) zuriickverwandelt, & mut; 
wihrend Tetraketo-isobufostan (III) durch katalytische Hydrie- 
rung unter Aufnahme von 4 Molen Wasserstoff in Tetraoxy- 


isobufostan (IV) von der Formel C,,H,,O, und vom Schmelzp. 204° 
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| ibergefiihrt wird, wobei durch unvollstindige Hydrierung unter 
‘ Aufnahme von nur zwei Molen Wasserstoff Dioxydiketo-iso- 
: bufostan (VII) vom Schmelzp. 221—224° gebildet wird. ‘Tetra- 
| oxy-isobufostan zeigt eine positive Hammarstensche Reaktion, 
'woraus hervorgeht, daB sich drei Hydroxylgruppen in den 
'Stellungen an ©,, C, und C,, befinden. 


Dieses Tetraoxy-isobufostan bildet kein Semicarbazon oder 


-Oxim mehr und wird durch Oxydation mit Chromsiure wieder 
‘in urspriingliches Tetraketo-isobufostan (I11) zuriickverwandelt, 
| was héchstwahrscheinlich daher kommt, daB das Triketo-dioxy- 
| bufostan durch Oxydation mit Chromsiure in Eisessiglésung unter 


Wasserabspaltung und nachfolgender Ketonbildung ein Sauer- 


| stoffatom verloren hat. Um die Hydrierbarkeit der Ketogruppe 
F von Tetraketo-isobufostan mit der von Dehydrocholsiure zu ver- 
'vleichen, wurde die Dehydrocholsiure katalytisch hydriert und 
_dabei gefunden, daB die drei Ketogruppen an C 


' ‘N = 
Jig Ady und G. dex 


| Dehydrocholsiure leicht in genau der gleichen Weise wie die 
des Tetraketo-isobufostans reduziert werden, wihrend die Keto- 
-gruppe in der Stellung am C,, nach Wieland*), verglichen mit 
/denen am ©, und C,, schwerer hydrierbar ist. Dies weist darauf 
-lin, daB die drei Hydroxylgruppen sich in den Stellungen am 
F., C, und C,, befinden. 


Aus Pentaoxy-bufostan-triacetat (V) wurde durch partielle 


| Hydrolyse Monoxy-diacetoxy-dioxybufostan vom Schmelzp. 165 
| bis 166°, durch nachfolgende Oxydation mit Chromsiiure Mono- 
| keto-diacetoxy-dioxybufostan vom Schmelzp. 150° und durch 
/nochmalige Hydrolyse Monoketo-tetraoxybufostan vom Schmelz- 
Ppunkt 161° (XI) erhalten, welches ein Monoxim liefert und eine 
| positive Jaffésche Reaktion) zeigt, also eine Hydroxylgruppe des 
Pentaoxybufostans in der Stellung am ©, des Ringes A enthilt. 


Durch Oxydation des Pentaoxybufostans werden gleichzeitig 


| Triketo-dioxybufostan C,,H,,O, (II) sowie Tetraketo-isobufostan 
U,,H,,O, (III) gebildet, welch letzteres als ein Anhydrid von 
‘Triketo-dioxybufostan anzusehen ist. Auf Grund dieses Ergeb- 
Fusses und der Tatsache, daB Triketo-dioxybufostan durch kata- 
slytische Hydrierung in urspriingliches Pentaoxybufostan zuriick- 
‘verwandelt wird, nicht aber Tetraketo-isobufostan, liegt die Ver- 
Fihutung nahe, dab eine Ketongruppe des Tetraketo-isobufostans 


‘) Vgl. S. Kawai, Diese Z. 214, 71 (1933). 
)} Diese Z. 262, 53 (1939). 














14 Taro Kazuno, 


unter Wasserabspaltung und Umlagerung der Atomgruppen gebilde f 


worden ist; denn bei der Oxydation des Triketo-dioxybufostans 
in Kisessig und bei Zimmertemperatur wird mit 50°/,iger Aus. 
beute ohne Verbrauch an Chromsiiure T'etraketo-isobufostan (I]| 








erhalten. Triketo-dioxybufostan (11) wird also in Eisessig durch § 


Chromsiure in Tetraketon von der Formel ©,,H,,O, (IJJ) um. 
gelagert. Dieses Tetraketon wurde als Tetraketo-isobutfostan be. 
zeichnet. 

Diese Umlagerung tritt auch bei der Oxydation von Pentz. 
oxybufostan-triacetat (V) mit Chromsiure in Lisessiglésung_ bei 
SO—90° auf, indem aus diesem Monoketo-isobufostan-triace: 
gebildet und dann durch Hydrolyse Monoketo-trioxy-isobufostan (V] 
erhalten wird, welches als Semicarbazon isoliert wurde. Dieses 


Monoketo-trioxy-isobufostan (VI) wird durch Oxydation mit Chron. § 


siure in Tetraketo-isobufostan (III) iibergefiihrt. 

Durch Oxydation mit Chromsiure in Eisessig miissen also 
die zwei Hydroxylgruppen in der Seitenkette von Pentaoxy- 
bufostan unter Ketonbildung umgelagert worden sein. Diese 


Umlagerung stimmt mit der Bildung von Pinakolin (XIII) awf 


Pinakon (XII) durch wasserentziehende Mittel iiberein °). 


CH, CH, CH, 
| 
a hn hE > CH,—CO—C—CH 
H,0 
OH OH CH, 
XI XI 


Aus dieser Umlagerungsreaktion beim Pentaoxybufostan gelt f 
hervor, daB die zwei Sauerstoffatome des Molekiils in Fomf 


von Glykol vorhanden sein miissen, was dadurch weiter stark 
unterstiitzt wird, daB durch Oxydation mit Chromsiure das Pente- 
oxybufostan-triacetat (V) in Cholsiuretriacetat iibergefiihrt und 
weiter durch Hydrolyse in Cholsiure (VIII) verwandelt werden 
konnte. 

Die Bildung von Cholsiiure aus Pentaoxybufostan  weist 


darauf hin, daB die zwei Glykolhydroxyle an zwei endstandigel § 


Kohlenstoffatomen liegen miissen. 


Die bei der Oxydation von Pentaoxybufostan gewonnele 
Saurefraktion hat sich anfangs als ein nicht krystallisierbares 0 


‘) J. U. Nef, Liebigs Ann. 318, 37 (1901). 








. gebildes 
bufostans 
ger Aus. 
stan (II] 
1g durch 
TJ) up. 


ostan be. 


n Penta § 


sung be 


n-triace § 


ystan (VI 
Diese: 


| Chrom- 


sen also 


Diese 


IIT) aus 


tan geli 


s Penta: 
hrt und 
werd ell 


n weist 
aindigen 


vwonnene 
bares U: 





' Brockmannschem 
£10°/,iger Ausbeute krystallinisch erhalten und als Athylester 
 jdentifiziert. 


Reduktion nach Clemmensen reduziert worden ist. 
‘finden sich die Ketogruppen von Triketo-isobufostan am C,, C,, 
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abgeschieden, aber durch chromatographische Adsorption mit 


Aluminiumoxyd wurde die Cholsiure in 


Aus Tetraketo-isobufostan (II1) wurde durch Clemmensensche 


?eduktion ein Kohlenwasserstoff C,,H.. vom Schmelzp. 72° Iso- 
: 28°50 ] 


bufostan (X) und durch partielle Reduktion nach Clemmensen 
ein ‘T'riketo-isobufostan (IX) vom Schmelzp. 163° gewonnen. Dieses 
[sobufostan ist von Koprostan C,,H,, vom Schmelzp. 70° ganz 
verschieden; bei der Mischprobe mit Koprostan schmilzt' es unter 
Depression bei 62°. 

Die Grundsubstanz des Koprosterins, das Koprostan wurde 
nach Mautner’) und Windaus®) aus Cholesterin iiber Chole- 
stenon oder iiber Chlorcholesterin erhalten. Isobufostan (X) 
muB also ein Derivat des Koprostans sein, und ich méchte es 
‘als 25-Methyl-koprostan bezeichnen. Aus den oben erwihnten 


entaoxy.f§ “rgebnissen michte ich also das folgende Formelbild (1) fir Penta- 
-,  oxybufostan in Erwigung ziehen. 


der angefiihrten Weise (XV) gebildet werden. 


Die Cholsiure muB dann in 


‘Triketo-isobufostan (IX) zeigt keine Jaffesche Reaktion, was 
heweist, daB die Ketogruppe in der Stellung am C, bei der 
Daher be- 


und C,,. 
Die aus der 4. Fraktion gewonnene neutrale Substanz vom 
Schmelzp. 175° kommt ungepaart in der Galle vor, zeigt eine 


| positive Liebermannsche und Hammarstensche Reaktion und 
n Form Lat eine spezifische Drehung [@]** = + 30,27°. 
er stark fp ton 
-U,,H,,0, und vom Schmelzp. 242° und nach der Analyse stimmt 
‘sie mit der Formel C,,H,,O, iiberein. 
-telhe gehéren und wurde daher als Tetraoxycholan (XIV) be- 
- zeichnet. 
jund das Triketon mittels Alkali nicht umlagert wird, diirften 
|9OH-Gruppen sich in den Stellungen am C,, C, und C,, 
Molekiils von Tetraoxycholan —befinden. 
‘wird also als ein Oxydationsprodukt von Pentaoxybufostan (I) 
| betrachtet. 


Bei der Oxyda- 
mit Chromsiure liefert sie ein Triketon von der Formel 


Sie muB also zur Cholan- 
Weil die Hammarstensche Reaktion positiv ausfallt, 


des 
Tetraoxycholan (XIV) 


‘. J. Mauthner, Monatsh. f. Chem. 28, 1117 (1907): 30, 639 (1909). 
*) A. Windaus u. Cl. Ulbrig, Ber. chem. Ges, 48, 857 (1915). 
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' Das Vorkommen von Pentaoxybufostan ©,,H,,O, und «-Scym- 
ful C,,H,,0, eimerseits und von Tetraoxy- norbufostan Ona, 
bund Tetraoxy-norsterocholansiure C,,H,,0, sowie Trioxy-bufo(iso)- 
; sterocholensiure C,,H,,O, in der Galle zeigen, daB zwei Abbau- 
E wege von Seivenbethen der Sterne von ©,, und C,, im Tier- 
sorganismus existieren kénnen, wenn die gew dhnlichen Gallensiiuren 
fvon C,, aus Steroiden wie Ergosterin oder 7-Dehydrocholesterin 
fherstammen. Es diirfte nimlich einerseits die Seitenkette des 
‘Ergosterins sowie des 7- Dehydrocholesterins iiber die von Penta- 
fosybufostan und «-Scymnol in Seitenketten von gewodhnlichen 
Gallensiuren von C,, ibergefiihrt werden, wie es mit dem Formel- 
pild XV gekennzeichnet wird. 
' Ich méchte diese Oxydationsform des Kohlenwasserstoffes im 


_ Organismus als Glykoloxydation bezeichnen; die Siéiure mit C,, 


/kénnte demnach aus Kohlenwasserstoff mit C,, oder C,, gebildet 


werden. Tatsiichlich wurde auch in vitro Cholsiure aus diesen 
'Zwischenstufen wie Pentaoxybufostan und «-Scymnol erhalten. 


Mit dieser Glykoloxydation muB Methyloxydation in einer 


: pendsti iindigen Methylgruppe einhergehen, um dann unter Bildung 


‘von #-Ketosiure leichter abgesprengt zu werden. Andrerseits wird 
B die endstiindige Methylgruppe der Seitenkette von Steroiden wie 
F Ergosterin und 7- Dehydrocholesterin in einen primaren Alkohol 
b (etraoxy- norbufostan), weiter in eine Carbonsiure ('Tetraoxy- 
pnorsterocholansiure und ‘Trioxy-bufo(iso)sterocholensiure) oxy- 


B diert und zwar gleichzeitig in der #-Stellung, von der end- 
pstindigen Carboxylgruppe an gerechnet, oder sie wird mit Gly- 


“koloxydation oxydiert, so daB aus Steroiden von C,, und C,, die 


‘Siure von C,, gebildet wird, wie Formelbild XVI erkennen. laBt: 


Fes ist also patina nach Vavtinde w@- wie nach Knoop #-oxy- 


-diert worden. 


Die Bildung der Seitenkette von C, ,-Gallensiure aus Steroiden 


‘mit C,, und ©,, mu8 also entweder unter Glykoloxydation mit 
'gleichzeitiger w-Oxydation oder unter w-Oxydation mit gleich- 


= veitiger B-Oxydation oder Glykoloxydation stattfinden, was alles 


Fnoch weiter genauer zu untersuchen ist. 


Beschreibung der Versuche 


) Liter Galle von 4000 Kréten werden in iiblicher Weise von den un- 


'gepaarten Gallensiiuren befreit, und dann bei schwach alkalischer Reak- 
ton mittelst Natriumearbonatlésung mit Kochsalz in vier Fraktionen aus- 
Presalzen 
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1. Fraktion. Beim Stehen wihrend einer Nacht wurde aus dy 
3°/, kochsalzhaltigen Galle eine gallertartige briiunliche Masse ausgeschiede 
und yon ihr abfiltriert. Die Masse wurde in einem Liter kochenden Wasser 
gelést und die Lésung wieder abgekiihlt, wobei sich der Hauptteil gallertiy 
und schwer filtrierbar abschied. Doch konnte nach lingerer Zeit filtriey 
werden. Diese Behandlung wurde einige Male wiederholt und endlich eix 
schwach-briiunliche Masse yon etwa 100 g Trockengewicht erhalten, \\ 
wurde wieder in 2 Liter Wasser gelést und unter Ansiuerung mit ver. 
diinnter Salzsiiure mit Ather 2 Tage lang extrahiert, um die Fettsiiure 
entfernen. Die saure wiBrige Lisung wurde mit Kochsalz gesiittigt, di 
dabei ausgesalzene Fiillung abfiltriert und aus je 500 cem kochendem Wagse: 
im ganzen 10 mal umgefiillt, wobei sie sich beim fiinftenmal halb gallertartiy 
abschied und halb in seideglinzende federartige Krystalle verwandelt 
aber immer noch schwer filtrierbar war. 

Die bei der elften Umkrystallisation erhaltene Fiillung wurde nac—, 
volligem Trocknen erst im Zimmer, dann im Exsiccator mit absolutem Alkoho 
extrahiert, der Alkoholauszug nach Verdampfen des Alkohols und nachE | 
Trocknen des Riickstandes wieder mit absolutem Alkohol extrahiert. Aw 
diesem Alkoholauszug schieden sich auch beim Einengen erst nach langeu 
Aufbewahren feine federartige Krystalle an der Wand des GefiiBes ab, 
sie konnten jedoch nicht abgetrennt werden. Daher wurde der Alkohl: 
auszug mit einer gréBeren Menge Ather versetzt und die dabei i: : 
geschiedene weiBe Fillung méglichst schnell abfiltriert und sofort im Exsic F 
cator aufbewahrt. Diese Fiillung schiiumte bei 185—190° Die Umfiilluy : 
der alkoholischen Lésung mit Ather wurde einige Male wiederholt. Duff 2 
dann erhaltene weiBe Pulver zeigte einen Schmelzp. 197°. Es ist in alla f 7’ 
organischen Lésungsmitteln leicht léslich, nur in Ather und Petroliithe > 
schwer léslich. Die Substanz konnte jedoch nicht krystallinisch erhalteuf 74 
werden. Doch war sie ziemlich rein, wie aus dem niichsten Versucl— 








Rn 





hervorgeht. y 
Die Substanz wurde in | Liter einer 15°/,igen alkoholischen Kali F 7 
lauge gelést und auf dem Sandbad 100 Stunden lang gekocht, wobei sichf , 
i 


erst nach 50 Stunden Kochen Krystalle von Kaliumsulfat an der Wanlf 
des GefiBes abschieden. Die alkoholische Lésung wurde nach dem Al-f © 
dampfen mit viel Wasser versetzt und die dabei gallertartig abgeschiedeu f 
Fillung abfiltriert. 

Das Filtrat wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure mf 7) 
einer 10°/,igen Bariumchloridlésung versetzt. Dabei wurden 2 g Bariuy § © 
sulfat erhalten. Die gallertartige Fallung wurde nach dem yélligen Trocknet 
mit Essigester digeriert, wobei eine kleine Menge einer braunen Masi 
ungelést blieb. Aus diesem Essigesterauszug wurden beim Einengen weil: 
feine Krystallnadeln abgeschieden, die bei 150—155° schmelzen. 

Diese Krystalle wurden erst aus Aceton einige Male, dann einmil 








aus Aceton-Wasser umkrystallisiert; sie schmelzen dann bei 168° Au Fe 
beute 10g. In gleicher Weise wurden von dieser Substanz 20 g aus etwif™ 
10 Liter Galle von 8500 Kréten erhalten. Ff 
2. Fraktion. Aus der Mutterlauge, aus der die Substanzen der erstel F 
Fraktion ganz entfernt worden waren, wurde durch 10°/,igen Zusatz volp 
Kochsalz eine braune knetbare Masse von 100g erhalten. Sie wurde 
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| Weise gewonnen wurde. 


durch Umkrystallisation aus Wasser oder 
| Hydrolyse an Tetraoxybufostan von der Formel C©,,H,,0, nur 1 g erhalten. 
' Uber den nicht krystallisierbaren Hauptteil ist die Arbeit noch im Gang. 


‘wurde mit einer 10°/,igen alkoholischen Kalilauge hydrolysiert. 


= 


j ; Wand des GefiBes 500 mg Tetracxycholan krystallinisch abschied. 


: tkry stallisiert. 
Theute 9g. 
| 4 Die Krystalle sind in Alkohol, 


dsierbar. 
| stoff bestiindig. 
ey 
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‘etwa 1 Liter Wasser gelést und so lange mit Kochsalz versetzt, bis sich 
aus der Lésung eine braunschwarze dlige Masse abschied. Diese Behand- 
lung wurde zehnmal wiederholt. Es wurde eine gelbliche Masse erhalten. 
wurde wieder in Wasser gelést, die Lésung unter Ansiiuerung mit 


< 


Fv erdiinnter Salzsiiure mit Kochsalz ausgesalzen, die Fillung in Wasser ge- 


list und mit Ather erschépfend extrahiert. Die Lésung wurde wieder mit 
Kochsalz ausgesalzen, die Fillung abfiltriert und gut getrocknet. Die 
Fillung wurde in absolutem Alkohol digeriert und in einen alkoholléslichen 
Teil und einen alkoholschwerléslichen Teil getrennt. Aus der in Alkohol 
~ jeichtléslichen Fraktion wurde eine mit Schwefelsiiure veresterte Substanz 
ivom Schmelzp. 197° erhalten, wie sie aus der ersten Fraktion in gleicher 
Aus ihr wurde durch Hydrolyse 1 g Rohsubstanz 
168° erhalten. 


Aus dem Hauptteil der in 


‘yom Schmelzp. 
Alkohol 


wurde 
durch 


Fraktion 
und dann 


schwerloéslichen 


Alkohol 


aus 


und 2. Frak- 
ausgesalzen, 
Diese Masse 
Dabei 
“wurde eine in Ather ganz unlésliche schmierige saure Substanz erhalten. 


. Fraktion. Die von den obenerwiihnten 3 Fraktionen 
aie klare Lésung wurde lange Zeit aufbewahrt, wobei 


Fraktion. Die Lésung, von der die Substanzen der 1. 
‘tion entfernt waren, wurde durch Sittigung mit Kochsalz 
‘wobei sich eine schwarze sehmierige élige Masse abschied. 





befreite 
sich an der 
Es wurde 


sorgfiltig entfernt und aus der Mutterlauge gepaarte, von Tetraoxycholan 
'»ganz verschiedene Krystallnadeln erhalten, die in Wasser ldslich sind, 
7 tihrend Tetraoxycholan in Wasser unloéslich ist. Ausbeute 20 ¢. Uber 


pweiteres wird spiiter niheres berichtet. 


z Pentaoxybufostan C.,H.,0,. Die aus den ersten und zweiten Frak- 
Ttionen erhaltenen 11 g vom Schmelzp. 168° wurden aus Alkohol-Wasser um- 
Prismatische Nadeln vom konstanten Schmelzp. 172° Aus- 





Aceton, Essigester und Eisessig leicht, 
aber in Ather, Petrolither schwerléslich und aus Alkohol-Wasser, Aceton- 
W: asser, Essigester-Wasser sowie aus Eisessig-Wasser sehr gut umkrystalli- 
Sie sind gegen Brom gesittigt und gegen katalytischen Wasser- 
Die Substanz wurde in 10°/,iger alkoholischer Kalilauge 
»3 Stunden lang hydrolysiert, das Hydrolysat in Wasser gegossen und die 
‘dabei abgeschiedene Fallung aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Durch 
diese Behandlung ist jedoch die Substanz unveriindert geblieben. Beim 
‘Erwiirmen sowie in der Kite verbraucht sie keine Alkalilauge. Die so 
“tthaltene Substanz ist also neutral. 


a Bei Liebermannscher Reaktion zeigt sie eine violettstichige kirsch- 


Tote Farbe und gibt eine positive Hammarstensche Reaktion. 
0,0836 g Subst.: 10 cem absoluter Alkohol, 
[a]?4 = + 33,49". 


2 dm, 


Spezifische Drehung. 


_— RG 0 
a= + 0,56 ’ 
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3,440, 3,425 mg Subst.: 9,100, 9,070 mg CO,, 3,305, 3,310 mg H,0. 


C,,H;.0, Ber. C 72,44 H 10,91 
C..H_0; > op 72,04 , 10,80 
C,..H,,0, +. w» hee 1, 10,69 


Gef. ,, 72,15, 72,22 ,, 10,75, 10,81. 


Acetylierung des Pentaoxybufostans 


1. Pentaoxybufostan-triacetat. 1 ¢ Pentaoxybufostan vom Schmel, 
punkt 172° wurde in 19cem wasserfreiem Pyridin gelést, mit 15 cem frise| 
destilliertem Essigsiiureanhydrid versetzt und auf dem Wasserbade 14 Stunde, & 
erwirmt. Das Reaktionsgemisch wurde nach dem Abkiihlen in Eiswasse ff 
eingegossen und tiber Nacht stehen gelassen. 

Die abfiltrierte Fallung wurde in Ather aufgenommen, der Atherausz§ 
mit verdiinnter Salzsiiure, dann mit Sodalésung, zuletzt mit Wasser ge. f 
waschen, mit Natriumsulfat getrocknet und vom Ather befreit. Der Riick 3 
stand wurde erst aus Petroliither, dann aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert E 
Prismatische Nadeln vom Schmelzp. 117—-119°. Bei Liebermannsche 
Reaktion entsteht eine rosarote bis braunrote Farbe. Die Substanz ist in § 
allen organischen Lésungsmitteln leicht léslich. 


Spezifische Drehung. 0,2258 g Subst.: 10 cem Methanol, 2 dm, 

ao =+0,25° [a]Z* = + 5,55° 
Im Vakuum auf dem Alkoholbad 8 Stunden lang getrocknet. 
3,620, 3,435 mg Subst.: 9,090, 8,605 mg CO,, 3,000, 2,870 mg H,0. 


oy : Em Ber. C 68,88 H 9,52 
Gef. ,, 68,48, 68,32 ,, 9,27, 9,35. 


Dieses Pentaoxybufostan-triacetat wurde mit 10°/, iger Kalilauge§ 
2 Stunden lang verseift und die dabei erhaltene Substanz als unveriinderte f 
Pentaoxybufostan vom Schmelzp. 172° erwiesen. Das in iiblicher Weise mit 
Pyridin und Benzoylchlorid dargestellte Benzoat wurde nicht krystallinisch, 
sondern als ein Ol gewonnen. 


2. ee, 2g Triacetat wurden in 12 ccm ab: 
solutem Alkohol gelést, mit 5,2 cem einer normalen Kalilauge versetzt, aut 
dem Wasserbade 45 Minuten lang erwirmt, und das Reaktionsgemiseh in 
viel Wasser eingegossen. Die dabei abgeschiedene Fillung wurde as 
Aceton—Wasser umkrystallisiert. Schuppen vom Schmelzp. 165—166°. Aus 
beute 1 g. 

Liebermann-Burchardsche Reaktion: kirschrot. Die Mischprob 
mit Triacetat schmilzt unter Depression bei 150°. Die Substanz wurde im 
Vakuum mit Wasserdampf 8 Stunden lang getrocknet. 


3,218, 3,500 mg Subst.: 8,250, 8,980 mg CO,, 2,800, 3,060 mg H,0. 


“CuHl,.0, Ber. C 69,72 H 9,89 | 
Gef. ,, 69,92, 69,97 ,, 9,74, 9,78. | 


3. Monoketo-diacetoxy-dioxybufostan. 0,2 ¢ Diacetat vom Schmelz 
punkt 165—166° wurde in 3 ccm Eisessig gelést, die Lésung mit Chron § 
siiurelésung (100 mg CrO, in 1 cem Wasser und in 2 cem Eisessig) oxydier f 
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und 30 Minuten lang im Zimmer stehen gelassen. Dieses Reaktionsgemisch 


wurde in viel Wasser eingegossen, wobei Krystallisation auftrat. Die ab- 


 filtrierten Krystalle wurden aus Aceton-Wasser umkrystallisiert. Sechsseitige 


Tafeln vom Schmelzp. 149—150°. Ausbeute 120 mg. Bei Liebermann- 
Burchardscher Reaktion zeigten die Krystalle eine orangerote Farbe. 
Jaffesche Reaktion: orangegelb. Die Substanz wurde im Vakuum mit 
Wasserdampf 8 Stunden lang getrocknet und der Analyse unterworfen. 


3,384, 3,330 mg Subst.: 8,720, 8,590 mg CO,, 2,890, 2,745 mg H,0. 


C,.H,.0, Ber. C 70,02 H 
Gef. ,, 70,28, 70,35 


Q 55 
9,52, 9,22 


atl ms pe 


39 


4. 3-Keto-tetraoxybufostan. 100 mg Monoketo - diacetoxy - dioxy- 
bufostan vom Schmelzp. 149—150° wurden in 10 cem einer 10 °/, igen 
alkoholischen Kalilauge auf dem Wasserbade 2 Stunden lang erwirmt und 
das Reaktionsgemisch in viel Wasser eingegossen. Die dabei abgeschiedene 
Fillung wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Glinzende Schuppen 
vom Schmelzp. 161°. Ausbeute 80 mg. Liebermann- Burchardsche 
Reaktion: orangerot. Bei Jaffescher Reaktion zeigt sich eine rote Farbe. 
Die Substanz wurde im Vakuum mit Wasserdampf 8 Stunden lang ge- 
trocknet und zur Analyse gebracht. 


3,150, 3,810 mg Subst.: 8,365, 10,075 mg CO,, 2,920, 3.555 mg H,0O. 


C,,H,,0; Ber. C 72,36 H 10,42 
Yef. ,, 72,42, 72,12 ,, 10,37, 10,44. 


(4,46, (a, 


Oxim. 50 mg 3-Keto-tetraoxybufostan wurde in 30 ccm alkoholischer 
[lydroxylaminlésung (80 mg Hydroxylamin-chlorhydrat und 60 mg Na-Acetat 
in 30eem Alkohol) gelést und 3 Stunden lang auf dem Wasserbade gekocht. 
Das dabei erhaltene Oxim wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Schuppen vom Schmelzp. 211°. 

Die Krystalle wurden im Vakuum mit Xylolbad 5 Stunden lang ge- 


F trocknet. 


1,040 mg Subst.: 0,108 cem N (25°, 756 mm). 


C,,H,,0,-NOH Ber. N 2,92 Gef. N 3,05. 


Oxydation des Pentaoxybufostans mit Chromsaéure 


| g Pentaoxybufostan vom Schmelzp. 172° wurde in 15 ecm Eisessig 

mit 10cem einer 5°/,igen Chromsiure-Eisessiglésung tropfenweise 
versetzt, 30 Minuten bei Zimmertemperatur (20°) stehen gelassen und vor- 
‘ichtig unter allmihlichem Zusatz von Wasser gefiillt. Die Fillung wurde 
abfiltriert, mit Wasser gut gewaschen und getrocknet. Die Masse wurde 
durch Essigester oder Methanol in folgende 2 Fraktionen geteilt. 


celost, 


Die getrocknete Masse wurde in KEssig- 
ester (oder Methanol) digeriert und in der Wiirme gelést. Aus dieser 
Losung wurden dureh Abkiihlen Krystalle abgeschieden. Durch Wieder- 
holung dieser Behandlung wurde eine in Essigester leichtlésliche Fraktion 
von Schmelzp. 185—190° erhalten. Aus ihr wurden durch wiederholte 
Umkrystallisation aus Methanol-Wasser feine Krystallnadeln yom konstanten 
Schmelzp. 198,5—199° erhalten. Diese Substanz ist in allen Lésungsmitteln 


1. Triketo-dioxy-bufostan. 
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on. 


leicht, aber in Ather und Petrolither schwer léslich. Liebermany. 
Burchardsche Reaktion: schwach gelb. Positive Jaffesche Reaktioy, 
Ausbeute 0,2 g. 

Zur Analyse wurde im Vakuum mit Xylolbad 8 Stunden lang getrockner 


3,112, 3,356 mg Subst.: 8,365, 9,040 mg CO,, 2,640, 2,860 mg H,0. 


C..H,,0; Ber. C 73,00 H 9,63 
Gef. ,, 73,31, 73,47 ,, 9,49, 9,54. 


Trioxim. 150 mg Triketo-dioxy-bufostan wurden in 20 cem eine 


alkoholischen Hydroxylaminlésung (100 mg salzsaures Hydroxylamin ww 
150mg Natriumacetat in 20 cem Alkohol) gelést und 5 Stunden lang ay 


dem Wasserbade erwirmt. Das dabei erhaltene Oxim wurde aus Alkohol- & 


Wasser umkrystallisiert. Die Krystalle zersetzten sich bei 234° Ausbeut: 
100 mg. Zur Analyse wurde im Vakuum mit Xylolbad 8 Stunden lang ge 
trocknet. 


4,180, 3,535 mg Subst.: 10,115, 8,555 mg CO,, 3,520, 2,890 mg H,0. 
3,700, 4,010 mg Subst.: 0,266 (20,5°, 765mm), 0,291 (21°, 765 mm) ecem \ 


CogHy,05N; Ber. © 66,49 H 9,37 N 8,31 
Gef. .. 66,00, 66,00 », 9,42, 9,15 5, 9,42, 8,48. 


2. Tetraketo-isobufostan. Aus der von Triketo-dioxybufostan be. 
freiten in Essigester (Methanol) schwerléslichen Fraktion wurde eine Sub: 


stanz vom Schmelzp. 235—240° erhalten, die durch etwa 10malige Um — 
krystallisation aus einer groben Menge Methanol in Tafelkrystalle yon f 
Schmelzp. 245—248° iibergeht. Ausbeute 0,3 g. Die Krystalle sind in allen f 
Lésungsmitteln schwer léslich. Sie zeigen eine Liebermann-Burchardscl: f 


Reaktion und eine positive Jaffesche Reaktion. Aus der von diesen Kry- 
stallen abfiltrierten Mutterlauge wurde noch eine kleine Menge von Triketo- 
dioxy-bufostan gewonnen. 


3,765 mg Subst.: 10,490 mg CO,, 3,050 mg H,0. 
C.,H,.0, Ber. C 75,96 H 9,57 Gef. C 75,70 H 9,06. 


Tetraoxim. 150 mg Tetraketo-isobufostan vom Schmelzp. 245—245 
wurde in 20cem einer alkoholischen Hydroxylaminlésung (150 mg salzsaures 


Hydroxylamin und 200 mg Natriumacetat in 20 cem Alkohol) gelést und F- 
5 Stunden lang auf dem Wasserbade erwiirmt. Das dabei erhaltene Oxin § 


wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Sechsseitige Tafeln yom Schmelz 
punkt 244°. 

3,310, 3,485 mg Subst.: 7,875, 8,305 mg CO,, 2,685, 2,830 mg H,0. 
1,325, 3,255 mg Subst.: 0,397 (21°, 764mm), 0,294 (21,5°, 765 mm) cem ». 
C,,H,,0,N,°H,O Ber. C 64,57 H 9,29 N 10,76 

Gef. ., 64,89, 64,99  ,, 9,08, 9,09 » 10,71, 10,54. 


Bei der Oxydation von Pentaoxybufostan werden das Triketo-dioxy 
bufostan und das Tetraketo-isobufostan im Verhiltnis von 2:3 unabhingig 
von der Oxydationsdauer gebildet. 
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Umlagerung des Triketo-dioxy-bufostans in Tetraketo-isobufostan 


100 mg Triketo-dioxy-bufostan wurden in 5 cem Eisessig gelést und mit 
teem einer 10°/,igen Chromsiure—Eisessiglésung unter Erwiirmen auf 40 
his 50° in 3 Stunden tropfenweise versetzt und weiter noch 2 Stunden bei 
derselben Temperatur gehalten. Obwohl dabei die Chromsiurelésung nicht 


| yéllig entfirbt worden ist, wurde die Lésung vorsichtig in eine gréBere 


Menge Wasser eingegossen und die dabei abgeschiedene Fiillung abfiltriert, 
mit Wasser gut gewaschen, gut getrocknet und in Essigester digeriert. Aus 
der dabei erhaltenen schwerléslichen Fraktion wurde mittels der oben er- 
wihnten Methode eine in Methanol schwerlésliche Fraktion erhalten, aus 
der Tetraketo-isobufostan und unveriindertes Triketo-dioxy-bufostan von je 
Bei der Mischprobe zeigen sowohl das Triketo- 
dioxy-bufostan als auch ‘Tetraketo-isobufostan mit den oben erwiihnten 
reinen Substanzen keine Schmelzpunktdepression. 

| ¢ Triketo-dioxy-bufostan wurde einerseits in 30cem Acetylchlorid 
celést, im Bombenrohr bei 120° 2 Stunden gekocht und das Reaktions- 
cemisch genau untersucht. Andererseits wurde das Triketo-dioxy-bufostan 


in 25°/,iger Schwefelsiiurelésung im EinschluBrohr bei 150° 2 Stunden lang 
erhitzt. In beiden Fiillen wurde keine Umlagerung des Triketo-dioxy 


bufostans gefunden, sondern eine Zersetzung dieser Substanz beobachtet. 


Katalytische Hydrierung des Dehydro-pentaoxybufostans 


1. Pentaoxybufostan aus Triketo-dioxy-bufostan. 300 mg Triketo 
dioxy-bufostan wurden in 25cem reinem Eisessig gelést, die Lésung mit 
200ing Platinoxyd nach Adams, das in 5cem Eisessig suspendiert und 
mit Wasserstoff gesittigt war, versetzt und unter Durchleitung von Wasser- 
stoff reduziert, wobei nach 14 Minuten die Lésung 3 Mole Wasserstoff ver 
braucht hatte. | 

Nachdem Wasserstoff noch 5 Minuten in die Lésung eingeleitet wurde, 
wurde das Reaktionsgemisch vom Platinoxyd abfiltriert, mit einer groBen 
Menge Wasser versetzt und die dabei abgeschiedene Fillung abfiltriert. 
Sie wurde nach dem Trocknen erst in Essigester digeriert, dann aus Aceton 
und Alkohol-Wasser wiederholt umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom 
Schmelzp. 172°. Die Krystalle zeigten bei der Mischprobe mit reinem 
Pentaoxybufostan keine Schmelzpunktdepression. Das Triketo-dioxy-bufostan 


wird also durch katalytische Hydrierung leicht zu Pentaoxybufostan redu- 
sziert. 


Ausbeute 150 mg. 
) Stunden lang getrocknet. 


3,435, 3,825 mg Subst.: 9,105, 


C,,H,;,0; Ber. C 
Gef. 


Zur Analyse wurde im Vakuum mit Xylolbad 


10,165 mg CO,, 3,380, 3,780 mg H,0. 


H 10,80 
,», 10,01, 11,06. 


( 
"79909 7 ) 
” (2,27, (2, 15 


2. Tetraoxy-isobufostan aus Tetraketo-isobufostan. ‘T'etraketo- 
isobufostan wurde in genau der gleichen Weise und unter gleichen Be- 


dingungen wie vorher reduziert, wobei in 20 Minuten 4 Mole Wasserstoff 
/ ufgenommen 
; eine groBe Menge Wasser eingegossen, die dabei abgeschiedene Fiillung 


wurden. Die Lésung wurde vom Platinoxyd abfiltriert, in 


abfiltriert, gut getrocknet und aus Essigester umkrystallisiert. 
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Prismen vom Schmelzp. 204°. Liebermann - Burchardsche fp. 
aktion orangegelb mit Fluorescenz. Starke Hammarstensche Reaktioy, 
Diese Eigenschaften weisen darauf hin, daB die hier erhaltene Substan, 


einem Tetraoxy-isobufostan entsprechen diirfte. 
3,910, 3,150 mg Subst.: 10,500, 8,455 mg CO,, 3,740, 3,070 mg H,0. 
C.3H5904° 1/2 HO Ber. C 73,14 H 11,19 
Gef. ,, 73,24, 73,20 », 10,70, 10,90. 

Durch Oxydation von 20mg Tetraoxy-isobufostan mit Chromsiiur 
wurde Tetraketo-isobufostan vom Schmelzp. 250° erhalten, welches mit reinen 
Tetraketo-isobufostan yom Schmelzp. 248° keine Schmelzpunktdepression 
zeigt. Ausbeute 15 mg. 

Das von Tetraoxy-isobufostan vom Schmelzp, 204° befreite Filtra 
wurde zur Trockne abgedampft und der Riickstand aus Methanol-Wasse 
wiederholt umkrystallisiert. Lanzettformige Prismen vom Schmelzp. 221—224", 
Sie waren Dioxy-diketo-isobufostan. Ausbeute 30mg. Sowohl Hammar 
stensche als auch Jaffesche Reaktion: negativ. 

3,525, 4,305 mg Subst.: 9,545, 11,650 mg CO,, 3,255, 4,035 mg H,0. 


VJ VJa0, 
C,,H,,0,°'/,H,O Ber. © 73,7! H 10,40 
73,85, 73,81 , 10,33, 10,49. 


” 


3. Hydrierung der Dehydrocholsaure zu Cholsaure. 300 mg De. 
hydrocholsiure yom Schmelzp. 239° wurden mit Platinoxyd und Wasser. 
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stoff katalytisch unter genau den gleichen Bedingungen wie bei der he 
duktion des Tetraketo-isobufostans hydriert. Dabei nahm die Lésung ar 
fangs innerhalb von 15 Minuten 2 Mole, dann nach 30 Minuten 3 Mole 
Wasserstoff auf. Die Reaktionslésung wurde vom Platinoxyd abfiltrier 
und in eine groBe Menge Wasser eingegossen. Die dabei abgeschieden' 
Fillung wurde gut getrocknet, in Essigester digeriert und aus Alkohol- 
Wasser umkrystallisiert. Tetraeder yom Schmelzp.198°. Keine Schmel« 
punktdepression mit reiner Cholsiure. Ausbeute 100 mg. 
3,535 mg Subst.: 9,110 mg CO,, 3,100mg H,O. 
C,,H,,0 Ber. C 70,58 H 9,80 Gef. C 70,28 H 9,81. 
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_und schmelzen bei der Mischprobe mit reiner Cholsiiure vom Schmelzp. 198 ‘ 
hei 197° 


| Ausbeute 400mg. Zur Analyse wurde im Vakuum mit Xylolbad 8 Stunden 
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Durch Vergleich der Hydrierungskurve (Figur) der Dehydrocholsiure 
' mit denen von Tetraketo-isobufostan oder Triketo-dioxybufostan hat sich 
daB8 die drei sekundiiren Alkoholgruppen des Pentaoxy 
bufostanmolekiils gleiche Eigenschaft mit denen der Cholsiure haben, was 
wahrscheinlich macht, daB sich die drei sekundiren Alkoholgruppen des 
Pentaoxybufostans in den Stellungen am C,, C, und C,, befinden diirften. 
Dies hat der folgende Versuch bewiesen. 


herausgestellt, 


Cholséure aus Pentaoxybufostan 


1,1 g Pentaoxybufostan-triacetat wurden in 30 cem Eisessig gelést und 
mit einer Chromsiurelésung (1,1 g Chromsiure in 22 cem Eisessig) auf dem 
Wasserbade tropfenweise innerhalb von 3 Stunden versetzt. Die Reaktions- 
lisung wurde in eine groBe Menge Wasser eingegossen, die dabei ab- 
veschiedene Fillung abfiltriert, nach dem Trocknen erst in Ather, dann in 
5° ige Sodalésung aufgenommen und die Sodalésung mit verdiinnter Salz- 
siure gefillt. Diese Behandlung wurde wiederholt. Hierbei wurden als 
Ergebnis zwei Fraktionen gewonnen: eine in Ather lésliche saure und eine 
andere in Ather unlésliche neutrale Fraktion. 

Da diese zwei Substanzen schwer krystallisierbar waren, wurde diese 
Oxydation noch zweimal vorgenommen; einmal 1,6 g Acetat mit 1,3 g Chrom- 
siure 1 Stunde und das andere Mal 1,7 g Acetat mit 1,7 g Chromsiiure 
2 Stunden. Bei diesen drei Oxydationsversuchen wurde die saure Substanz 
immer in etwa 30°/,iger Ausbeute erhalten. 


1. Saure Fraktion. 1,2¢ des bei drei Oxydationsversuchen erhal- 
tenen Ols wurden in 50 cem einer 10°/, igen alkoholischen Kalilauge gelést, 
auf dem Wasserbade 2 Stunden lang erwiirmt und in eine groBe Menge 
Wasser eingegossen. Nach Verdampfen von Alkohol wurde die Lésung 
mit verdiinnter Salzsiiure angesiuert, die dabei abgeschiedene Fiallung in 
Ather aufgenommen, der Atherauszug nach dem Waschen mit Wasser ge- 
trocknet und yverdampft. Dabei blieb eine braunschwarze délige Masse 
zuriick. Sie wurde nach v6lligem Trocknen in 50 cem Aceton-Benzol- 
gemisch (1:1) gelést, durch eine Séiule von Aluminiumoxyd nach Brock- 
mann (Durchmesser 1 em, Hohe 4,5 em) langsam hindurchlaufen gelassen 
und die Siiule einmal mit Aceton voéllig gewaschen. Das durch die Siule 
gelaufene Aceton—Benzolgemisch und das Waschaceton wurden vereinigt und 
verdampft, wobei eine dlige schwarzbraune Masse zuriickblieb. 

Die Siiule von Aluminiumoxyd wurde in 3 Teile geteilt (jeder 1,5 cm 
lang) und jeder mit absolutem Alkohol in der Wiirme extrahiert. Im unteren 
und oberen Alkoholauszug wurde nichts gefunden, wiihrend aus dem mitt- 


_leren Alkoholauszug durch Verdampfen von Alkohol und dann durch Um- 


krystallisation aus Essigester und aus Alkohol Krystalle vom Schmelzp. 195° 


erhalten wurden. Sie zeigten eine positive Hammarstensche Reaktion 


Sie zeigen also mit Cholsiure keine Schmelzpunktdepression. 


lang getrocknet. 
3,955, 4,050 mg Subst.: 9,200, 10,450mg CO,, 3,185, 3,510 mg H,0. 
C,H 0; Ber. C 70,58 H9,80  Gef. C 70,58, 70,37 H 10,02, 9,70. 
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Athylester. Der Ester wurde in iiblicher Weise aus der alkoholj. 
schen Lésung unter Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure erhalten. Dj 
erhaltenen Krystalle schmelzen bei 162° und zeigen mit reinem Cholsiiur. 
dithylester keine Schmelzpunktdepression. 


3,595, 3,785 mg Subst.: 9,370, 9,900 mg CO,, 3,215, 3,320 mg H,0. 
C,~H,O; Ber. C 71,55 H 10,09 Gef. C 71,08, 71,33 H 10,01, 9,1. 


2. Neutrale Fraktion. 0,8¢ der bei drei Oxydationsversuchen 
wonnenen iitherunléslichen, gut getrockneten Masse wurden in absolutey 
Alkohol gelést, mit 0,8 g salzsaurem Semicarbazid und mit 1,0 g¢ Natriun. 
acetat versetzt und auf dem Wasserbade 5 Stunden lang gekocht. Die 
Reaktionslésung wurde in viel Wasser gegossen, die dabei entstandene 
Fiillung abfiltriert, gut getrocknet und in wasserfreiem Ather digeriert. De: 
in Ather unldsliche Teil wurde in 50 cem Aceton auf dem Wasserbade er 
wirmt und mit 10 cem 5°/, iger Salzsi iure versetzt, wobei sich die Krystall 
in Aceton v6llig lésten. 

Die Lésung wurde 20 Minuten lang gekocht, mit viel Wasser versetz 
und durch Verdampfen vom Aceton befreit. Das dabei zuriickgeblieben 
Ol wurde in Ather aufgenommen, der nach dem Verdampfen des Athers 
zuriickgebliebene Riickstand in 20 cem einer 10°/,igen alkoholischen Kaii- 
lauge gelést und 2 Stunden lang auf dem Wasserbade erwirmt. Das 
Hydrolysat wurde in viel Wasser gegossen und die dabei abgeschiedene 
Fillung nach dem Trocknen mit Essigester digeriert. Die aus Essigester 
erhaltenen Krystalle schmelzen bei 145—150°. Aus Alkohol-Wasser un 
krystallisiert. Schmelzpunkt konstant bei 161°. Ausbeute 400mg. In 
Essigester leicht, in Alkohol ziemlich schwer léslich. Liebermann- 
Burehardsche Reaktion: kirschrot. Hammarstensche Reaktion: positiy. 


Die Eigenschaften weisen darauf hin, daB Trioxy-monoketo-isobufostan 
vorliegt. 


5,190, 3,580 mg Subst.: 13,985, 9,635 mg CO,, 4,830, 3,305 mg H,0. 


YogHyg0,-1/.H,O Ber. C 73,47 H 10,80 
Gef. ,, 73,49, 73,40 ,, 10,41, 10,33. 


300 ng des Trioxy-monoketo-isobufostans vom Schmelzp. 161° wurden 
in 5eem Kisessig gelést, mit einer Chromsiurelésung (300 mg Chromsiiure 
in 5cem Eijsessig) tropfenweise allmihlich innerhalb von 20 Minuten ver 
setzt, mit Wasser verdiinnt und die dabei abgeschiedene F iillung abfiltriert. 
Die Fallung wurde erst aus Eisessig-Wasser, dann aus viel Methanol wieder 
holt umkrystallisiert. Tafeln vom Schmelzp. 248—251°. Liebermann: 
Burechardsche Reaktion: negativy. Mit Tetraketo-isobufostan vom Schmelz: 
punkt 248°, weleches durch Oxydation von Pentaoxybufostan erhalten wird, 
keine Mischschmelzpunktdepression. Ausbeute 170 mg. 


Aus 50mg Tetraketo-isobufostan, 50 mg salzsaurem Hydroxylamin und 
70mg Na-acetat wurde in iiblicher Weise das Oxim bereitet und am 
Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Sechsseitige Tafeln vom Schmelzp. 244° 
Diese zeigen mit dem Tetraketo-isobufostan-tetraoxim vom Schmelzp. 244 
keine Schmelzpunktdepression. 
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| krystallisiert. 
' Reduktion wurde nur eine Carbonylgruppe in der Stellung am C, im Molekiil 
' des Tetraketo-isobufostans reduziert. 


EU, HH,,0. 
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3,469, 4,115 mg Subst.: 8,250, 9,805 mg CO,, 
©9930, 3,880 mg Subst.: 0,279 (17°, 764 mm), 0,371 (15°, 759mm) cem N., 


2,720, 3,220 mg H,O. 


Ber. 
Gef. 


C 64,57 
64,86, 64,98 


H 9,29 N 
Meet, Beg 


10,76 


E CugHygONq HO 
' 11,34, 11,3: 


to 


9 


Clemmensensche Reduktion von Triketo-dioxy-bufostan 


500 mg Triketo-dioxy-bufostan vom Schmelzp. 199° wurden in 50 ccm 
 Eisessig gelést, mit 20g amalgamiertem Zink versetzt und auf dem Sand 
P bad 12 Stunden lang gekocht, wiihrenddem die Lésung mit 50 ccm konzen- 
‘trierter Salzsiiure und 50 cem Eisessig in drei Teilen versetzt wurde. Das 
' dabei abgeschiedene Ol wurde in viel Wasser eingegossen und yollig aus 
I veschieden, dann in Ather aufgenommen, der Atherauszug mit Wasser ge 
Fwaschen, getrocknet und abgedunstet. Dabei wurde wiederum nur eine 
| jlige Masse erhalten, die nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. 
Ausbeute 50 mg. 


Clemmensensche Reduktion von Tetraketo-isobufostan 


1. Triketo-isobufostan. 500mg Tetraketo-isobufostan vom Schmelz 


F punkt 250° wurden in 50 cem Eisessig gelést, 20 g amalgamiertes Zink zu 
- gesetzt und unter Kochen auf dem Sandbad weiterhin noch mit 50 cem 
' konzentrierter Salzsiiure und 50 cem Eisessig in drei Teilen alle Stunden 


' versetzt. Das Kochen dauerte etwa 3 Stunden. Das Reaktionsgemisch 


| wurde in viel Wasser eingegossen, das dabei abgeschiedene O] in Ather 
» aufgenommen, der Atherauszug mit Wasser gewaschen, getrocknet und ein 
' geengt. Dabei wurde zuerst eine in Ather unlésliche Substanz abgeschieden. 


' Sie wurde zuerst aus Methanol, dann aus Aceton—Wasser einige Male um- 
Nadeln vom Schmelzp. 163°. Ausbeute 50mg. Bei dieser 


3,015, 3,390 mg Subst.: 8,650, 9,725 mg 


H 10,28 


CO,, 2,690, 3,065 mg H,O. 


Ber. C 78,50 Gef. C 78,25, 78,24 H 9,98, 10,12. 


2. Isobufostan. Aus dem von diesem Triketo-isobufostan befreiten 


"leicht léslichen Atherauszug wurden durch Abdunsten des Athers Krystall- 
'schuppen vom Schmelzp. 72° 


erhalten. Ausbeute 20 mg. 


Diese Substanz muB das nach Clemmensen vydllig reduzierte Iso- 


-bufostan yon der Formel C,,H,, und also Stammkérper des Pentaoxy- 
- bufostans sein. 


3,755 mg Subst.: 11,880 mg CO,, 4,230 mg H,O. 
sgh has Ber. C 87,00 H 12,94 Gef. C 86,29 H 12,60. 


Dieses Isobufostan zeigt bei der Mischprobe mit dem aus Cholesterin 


- bereiteten Koprostan vom Schmelzp. 70° eine Schmelzpunktdepression, und 
'¢war schmilzt es bei 62°. 
F schieden. 


Das Isobufostan ist also yom Koprostan ver- 
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Ungepaarter neutraler Bestandteil: Tetraoxy-cholan 


Die beim Aussalzen der Galle erhaltene 4. Fraktion wurde lange Ze; 
stehen gelassen. Dabei wurden Krystalle an der Wand des GefiBes, ge. 
mischt mit Ol, abgeschieden. Die Kry stalle wurden vorsichtig vom 0] 4). 
getrennt und aus Alkohol-Wasser wiederholt umkrystallisiert. Schmelzp. 17): 


Positive Pettenkofersche und Hammarstensche Reaktion. Liebe; 
mann-Burchardsche Reaktion: gelb violett/briunlich rot mit Fluorescen; 


Die Krystalle wurden aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert.  Prismey, 


Aus Methanol-Wasser krystallisierten Tafeln, in Wasser und Alkali unlislic/ 


Sie wurden mit einer 10°/, igen alkoholischen Kalilauge auf dem Sandbad | 


20 Stunden hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde in viel Wasser eingegossey 
die dabei abgeschiedene Fiillung gut getrocknet und aus Alkohol—-Wasser wi 
krystallisiert. Dabei wurde unveriinderte Substanz vom Schmelzp. 175° er 
halten. Die neue Substanz ist gegen Brom gesiittigt und bei der Miscl: 
probe mit Pentaoxybufostan schmilzt sie unter Depression bei 160°. 

Spez. Drehung: 0,0512 g Subst., 10 eem Alkohol, 2 dm. 

=+31° [a]?§ = + 30,27°. 

3,625, 3,505 mg Subst.: 9,360, 9,060 mg CO,, 3,465, 3,280 mg H,0. 
C,,H,,0,(H,0) Ber. C 69,85 H 10,75 
C,,H,,0,(H,9) i «<—e » 10,31 

Gef. ,, 70,42, 70,50 ,», 10,69, 10,47. 


Dehydro-tetraoxycholan 


und 1eem Eisessig) allmihlich versetzt und nach einiger Zeit mit Wasser 


verdiinnt. Die dabei erzeugte Fillung wurde getrocknet und aus absolutem | 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. bei 242°, in Alkohol schwer ldslich. | 


Liebermann-Burchardsche Reaktion: negativ. 
4,510 mg Subst.: 1 ene 5mg CO,, 3,675 mg H,0. 


C,,H,.0, oy 74,55 , 8,88 
Gef. ,, 74,23 , os. 


Dieses Tetraoxycholan scheint ein Zwischenprodukt beim Abbau vou 
Pentaoxybufostan C,,H,,O; zu Cholsiure zu sein. 


| aiib 
cha 
100 mg Tetraoxycholan vom Schmelzp. 175° wurden in 1 cem Eisessig | “9; 


gelést mit einer Chromsiiurelésung (100mg Chromsiiure in 1 cem Wasser [ Brit 
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Uber chemisch markierte Antigene 
I. Mitteilung 


' Eine neue Methode zur Darstellung chemisch markierter Antigene 
Von 
Hans Lettré und Richard Haas 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Gottingen 
und aus dem Institut fiir experimentelle Therapie ,,Emil von Behring‘‘, Marburg-Lahn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1940) 


Vollantigene sind solche Stoffe, die bei parenteraler Zufuhr 
den tierischen Organismus zur Bildung von spezifisch gegen sie 
werichteten Antikérpern veranlassen kénnen. Derartige Sub- 
pee sind natiirliche Proteine, bakterielle Toxine usw. In ein- 


| gehenden Untersuchungen hat Landsteiner!) den Nachweis ge- 


Wiibrt, daB durch Substitution natiirlicher Piohaine der Antigen- 


: icharakter des KiweiB erhalten bleiben kann und daB zugleich 
Fine neue Spezifitiit gegen den eingefiihrten Substituenten aut- 


tritt. Das KiweiB wird also hinsichtlich seines Antigencharakters 
Murch den Substituenten chemisch markiert; neben die Art- 
spezi fitit des Proteins tritt die durch den Subiauieneben bedingte 
Npezifitiit. Die Darstellung chemisch markierter Antigene lauft 
wom chemischen Standpunkt darauf hinaus, solche Methoden der 
Substitution anzuwenden, aie die EKinfiihrung der Substituenten 
unter schonenden Bedingungen gestatten, ohne dai damit etwa 
ein Abbau oder eine Denaturierung des Proteins verbunden 
wire. Zur Untersuchung der Spezifitit der eingefiihrten Sub- 


‘Btituenten muB die Methode zugleich eine Méglichkeit zur Varia- 


tion der Substituenten zulassen. 

Von Landsteiner!) wurde zur Markierung die Umsetzung 
der Proteine mit Diazoniumverbindungen vecbuiandiih Die rea- 
gierenden Stellen im Eiweifmolekiil sind die kupplungsfahigen 
Bausteine, also in erster Linie Tyrosin, Histidin und Tryptophan, 


Weiter (Oxy-)prolin und freie Aminogruppen?’). Zur Einfiihrung 


als Substituenten kénnen alle Stoffe verwendet werden, die kupp- 


Mung gsfihige Diazoniumverbindungen bilden, also aromatische Amine. 


iDie Kinfihrung von Substituenten tiber Siiurechloride oder Siure- 
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anhydride fiihrt meist zu unléslichen Proteinen, die jedoch auc, 


Antigencharakter haben*). In neuerer Zeit haben Gaunt wi 


Wormall‘) durch Umsetzung mit Carbobenzoxychlorid markiert} @. 


Antigene dargestellt. Die Reaktion setzt in erster Linie » 
freien Amino- und Hydroxylgruppen ein. Von Hopkins wm 
Wormall®) wurden Isocyanate zur Markierung verwendet, di 
mit freien Aminogruppen unter Bildung von substituierten Har. 
stoffen reagieren. Da die Isocyanate aus Aminen gewonne 
werden, erfaBt diese Methode im wesentlichen die gleichen Stofi 
wie die Diazoniummethode. Die reaktionsfihigen Ketene sini 
noch nicht zur Gewinnung markierter Antigene angewendet worder 
sie sind zur Kinwirkung auf Antikérper in Immunseren heran. 
sezogen worden ®), 

Im Jahre 1909 berichteten Mohr und Stroschein ‘) ithe 
die Reaktionsfihigkeit von Oxazolonen mit einigen anderen Su)- 


stanzen. Die Oxazolone wurden durch Erhitzen von _ benzoy-| 
lierten g@-Aminosiuren mit Kssigsiureanhydrid gewonnen, wie «| 


fiir den einfachsten Fall des Benzoylalanins in den Formeln | 


und II angegeben ist. Die so gewonnenen Oxazolone bilden mi} % 
Wasser die Ausgangssiiure zuriick, mit Alkohol den eut. 


sprechenden Ester, mit Ammoniak das Siureamid, mit Anilin da 
Anilid, mit Salzsiiure das Siurechlorid, mit Aminosiuren wie 
Alanin und Glykokoll die entsprechenden benzoylierten Dipeptide 


ganz allgemein zeigen sie also eine groBe Neigung zur Ofinuy 4q-; 


des Oxazolonringes unter Addition des einwirkenden Stoffes (Ill 
Oxazolone lassen sich nun auch an Proteine glatt addieren; (i 


die Proteine freie Amino- und Hydroxylgruppen enthalten, is! 4: 


die Additionsfahigkeit verstiindlich. 





OH, C,H, CH; 
C=O | =O 
Tl 7” | | + RH ™ | R 
HN——C—COOH N C=a0) HN Y—O 
| a aeS 
CH, i =sOOH, 0 
| II II R = —OH, —Ni, 


Beispielsweise werden 25 ccm Rinderserum mit 3 cc 
n/1-Natronlauge (iquivalent dem Oxazolon) versetzt und mit 0,9: 
Oxazolon aus d,l-Benzoyl-g-alanin kraftig geschiittelt. Das dlig 
Oxazolon ist nach kurzer Zeit verschwunden. Fiigt man nw 
3 ccm n/1-Salzsiure hinzu, so scheidet sich das Reaktionsproduk 


als voluminése, weiBe Masse ab, die durch Zentrifugieren von ¢e'} 
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ch auch} @ gsung leicht abgetrennt werden kann. Durch Zugabe von Lauge 

nt unif $gt sich das Produkt wieder lésen und mit Siure wieder aus- 

urkiert #Jlen. Durch die Substitution der freien Aminogruppen des 

Ml€ af ®-oteins ist sein amphoterer Charakter verlorengegangen; die 

18 Ui Peaktionsprodukte verhalten sich wie eine echte Saure (IV—V). 

et, die} Die Oxazolonproteine lassen sich bei einem p,, von 7,6 in bestin- 

| Haru. f 4 iger Lésung halten und haben sich bei nihentinney und intra- 

an § critonealer Injektion bei Mausen und Meerschweinchen, bei 

; Stoti itravendser Injektion bei Kaninchen als vertriglich erwiesen. 

1e sinlf & 

order : NH, z co—¢. N CO—O RF, 

hera. « ; + Oxazolon | 
Protein ¢ > Protein CH, 

) tithe : _COOH —COOH 

n Sub. : IV V 

enzo} | Thr Antigencharakter wurde im Schultz-Dale-Versuch am 

a | Bberlebenden Uterus virgineller Meerschweinchen gepriift. Durch 

mein i} 4 


‘ape Mehrfache parenterale Gabe von Antigenen werden Meerschweinchen 
Cn Ml'! Bensibilisiert, d. h. sie kommen nach einigen Wochen in einen 


1 ett! "Zustand der Uberempfindlichkeit gegen das Antigen, dessen er- 
lin da Deute parenterale Gabe den anaphylaktischen Schock auslist, 
-n Wit} Ger meist zum Tod fihrt. Ebenso wie das Meerschweinchen 
eptide felbst reagieren iiberlebende Organe des Tieres auf eine Ein- 
finuts) Wirkung des Antigens, zB. kontrahieren die Uterushérner der 
” CT, fensibilisierten Meerschweinchen spezifisch auf die Hinwirkung 
on; Mla 


tt) Wes zur Sensibilisierung verwendeten Antigens. In Fig. 1 und 2 
0, \\| §ind Kontraktionskurven der Uterushérner von  sensibilisierten 
Meerschweinchen dargestellt. Die Tiere wurden mit dem An- 
lagerungsprodukt des Oxazolons aus Benzoylalanin an Rinder- 
Serum (Rinderbenzoylalanin) sensibilisiert. In Fig. 1 kommt 
t guerst Rinderserum zur Einwirkung, worauf der Uterus sich stark 
Vv kontrahiert. Er wird gewaschen und reagiert bei den niachsten 
Einwirkungen von Rinderserum nur noch pos ach und dann nicht 
sy auf die Einwirkung von Rinderserum (Desensibilisierung). 

_ | Bei der Anwendung von Rinderbenzoylalanin tritt nun aber er- 
3 cdl Reut eine starke Kontraktion auf, die nach Waschen und erneuter 






t O,08 Anwendung von Rinderbenzoylalanin schwicher wird und schlieBlich 
| Oli} Dicht mehr nachweisbar ist. Die letzte Zacke ist die Kon- 
1 D"} Pollkontraktion mit Hypophysin, das unspezifisch unabhingig 
“ee on der Sensibilisierung wirkt; hierdurch wird nachgewiesen, dab 
1 


‘| @er Uterus noch lebt und noch kontraktionsfihig ist. In Fig. 2 
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wirkt auf den Uterus eines mit Rinderbenzoylalanin sensibilisierte F 
Meerschweinchens zuerst Pferdeserum ein, das keine Kontraktio, f 
auslést. Die Zugabe von Pferdebenzoylalanin (= Additionsproduk f 


Fig. 1 
Uteruskontraktionen eines mit Rinderbenzoylalanin sensibilisierten Meerschweinchens 


Bei R: Zugabe von Rinderserum. Bei LZ: Zugabe von Rinderbenzoylalanin 
Bei H: Zugabe von Hypophysin 





Fig. 2 
Uteruskontraktionen eines mit Rinderbenzoylalanin sensibilisierten Meerschweinchens 
sei P: Zugabe von Pferdeserum. Bei O: Zugabe von Pferdebenzoylalanin 


des Oxazolons aus Benzoylalanin an Pferdeserum) bewirkt abe! 


eine starke Kontraktion, die nach dem Waschen und erneutef 


Zugabe schwicher wird. Die Versuche beweisen den Antiget 
charakter des Oxazolonproteins und zeigen weiter, daB das ak 
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llisierty fF Trager benutzte Protein selbst seinen arteigenen Antigencharakter 
itraktion fF pehalten hat. Das Rinderbenzoylalanin veranlaBt die Bildung 
sproduk yon zwei Antikérpern: von einem, der gegen das Rjnderprotein 


} gerichtet ist und mit Rinderserum erkannt werden kann, und 
einem zweiten gegen den eingefiihrten Substituenten, der durch 
die Reaktion mit einem beliebigen Protein, das den Substituenten 
enthalt, nachgewiesen werden kann. 

Nachdem durch die bisher verwendeten Methoden zur Dar- 
stellung chemisch markierter Antigene die grundsitzlich wichtigen 
M@Fragen des Antigencharakters und der Spezifitat der chemisch 

markierten Antigene geklairt sind, kann eine neue Methode auf 
diesem Gebiet nur von Bedeutung sein, wenn sie neue Fragen 
in Angriff zu nehmen gestattet. Der Vorteil der Oxazolonmethode 
dirfte einmal darin liegen, daB die Art der Einfiihrung des 
markierenden Substituenten eine wesentlich stairkere Annaherung 
an die physiologischen Verhiltnisse darstellt, als die Kinfiihrung 
Metwa iiber die ganz kérperfremde Azobindung. Im einzelnen ge- 
stattet die Methode zur Klarung folgender Fragen beizutragen: 
2 1. Von Erlenmeyer und Berger’) ist darauf hingewiesen 
' worden, daB zwischen der Spezifitit der Antigene ihren Anti- 
| kirpern gegeniiber und der Fiahigkeit der markierenden Sub- 
'stituenten zur isomorphen Vertretbarkeit Parallelen bestehen. 
 Verwendet man Oxazolone, die Benzoesiure und substituierte 
| Benzoesiuren enthalten, so kann die Spezifitat der Substituenten 
in der Benzoes’ure untersucht werden, deren Verhalten hin- 
sichtlich der isomorphen Vertretbarkeit weitgehend bekannt ist”), 

2. Uber die Oxazolone lassen sich die meisten Aminosiuren, 
die als Bausteine natiirlicher Proteine vorkommen, als markierende 
Gruppe einfiihren und so auf ihre serologische Spezifitit unter- 
suchen. Hierzu sind schon nach den anderen Methoden Ver- 
suche ausgefiihrt worden?*), deren Erweiterung aber erwiinscht 
ist, um die Rolle der einzelnen Aminosiiuren bei der sero- 
logischen Verwandtschaft oder Verschiedenheit von Proteinen 
abschitzen zu kénnen. 

3. Bildet man aus den optisch aktiven Formen der benzoy- 
lierten Aminosiiuren die Oxazolone, so tritt eine vollstiindige 
Racemisierung ein, d. h. die Aminosiuren werden nicht sterisch 

kt abe'f einheitlich, sondern als Gemisch von d- und 1-Form eingefihrt. 
rneuté'f Die Oxazolonproteine enthalten also einen Prozentsatz von 
ntigel’F (-Aminosduren. Verwendet man das Oxazolon aus Glutamin- 
das akf siure, einzeln oder im Gemisch mit anderen Oxazolonen, so kann 


inchens 
1in 


inchens 
in 


) * 
wv 
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man Proteine darstellen, die zwar nicht strukturell, aber nach 
ihrem Gehalt an d-Aminosiuren den Tumorproteinen entsprechey, 


die bei der Analyse auf den sterischen Aufbau der Aminosiiure, 


nach Kégl und Erxleben"!) wie Proteine aus einer maligne 


Geschwulst erscheinen wiirden. Diese synthetisch leicht zugiine.f 
lichen Proteine stellen interessante Objekte fiir eine Unte.f 


suchung der Immunisierung oder Bildung von Abwehrfermente; 
gegen d-Aminosiuren enthaltende Proteine dar. 
4. Kine Einfiihrung sterisch einheitlicher Aminosiiuren js 


nur iiber benzoylierte tertiire Aminosiuren méglich. Mit reing 
d- oder l-Formen substituierte Proteine erscheinen in ihrem Ver.f 
halten zueinander von Interesse, um die Hypothese priifen 2f 


kénnen, daB Antigen und Antikérper sich wie die Komponenter, 
eines partiellen Racemats verhalten }%), 


5. Von Franks und Creech?%) wurden nach der Isocyanat-f 


methode Proteine dargestellt, die 1, 2, 5, 6-Dibenzanthracen al 


markierende Gruppe enthalten. Diese Proteine sollen Mius§ 
gegen die cancerogene Wirkung des Dibenzanthracens  selbs f- 
schiitzen kénnen. Die Oxazolonmethode gestattet es ebenfalls 
vielkernige Ringsysteme in Proteine einzufiihren und die etwaigef 
immunisierende Wirkung dieser Proteine gegen cancerogene Stotl | 


zu untersuchen. 


Auf diese Fragen wurde die Oxazolonmethode angewendet.f 


wobei sie bisher ihre Brauchbarkeit erwiesen hat. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir eiwf 


Unterstiitzung der Arbeiten. Lettreé. 
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keine Umsetzung zu erzielen. 
_ — gar nicht, sekundiére schwieriger mit dem Oxazolon zu reagieren. 
ger °F Phenol und £-Naphthol lassen sich gut mit dem Oxazolon um- 
setzen, ebenso die phenolische Gruppe der Salicylsaure. 
phenol liefert in guter Ausbeute den Thiophenolester des Benzoyl- 
alanins. Die Reaktionsfahigkeit mit Ammoniak und mit primiaren 
-Aminen wurde schon von Mohr nachgewiesen, wofiir wir als 
/weiteres Beispiel die Umsetzung mit Athylamin bringen. Sekun- 
dire Amine wie Monomethylanilin und Piperidin addieren sich 





Uber chemisch markierte Antigene 
IL Mitteilung 


Zur Reaktionsfahigkeit von Oxazolonen 


Von 


Hans Lettré und Marie-Elisabeth Fernholz 


fAus der chem. Abteilung des Allgemeinen Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten 
im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1940) 


Die Reaktionsfahigkeit der Oxazolone ist von Mohr’) an 
einigen charakteristischen Beispielen nachgewiesen worden. Die 
Verwendung der Oxazolone zur Darstellung chemisch markierter 


benfall | Antigene*) lieB es erwiinscht erscheinen, modellmiBig Anhalts- 
/punkte fiir die reaktionsfihigen Stellen im Proteinmolekiil zu 


Stof F erhalten. 
1e Stotfe F ; Pease? oe ’ 
| d,l-Benzoyl-e-alanin mit einigen weiteren Substanzen untersucht. 


Wir haben daher die Umsetzung des Oxazolons aus 
Mit Athylalkohol erhielt Mohr aus diesem Oxazolon den 
Mit 1-Menthol 


verliuft die Umsetzung weniger glatt, mit «-Terpineol war gar 
Tertiire Alkohole scheinen also 


Thio- 


ebenfalls an Oxazolone, wihrend Indol nicht reagiert. Ent- 


“sprechend der Umsetzung von Aminosiuren mit primiren Amino- 
-gruppen (Glykokoll, Alanin) haben wir auch Prolin mit der sekun- 
) diren, cyclisch gebundenen NH-Gruppe mit dem Oxazolon in 


') Ber. chem. Ges. 42, 2521 (1909); J. prakt. Chem. [2] 81, 487 (1911). 


*) Lettré u. Haas, Diese Z. 266, 31 (1940). 
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Reaktion bringen kénnen. Benzamid und Benzanilid blieben }e; 
der Kinwirkung des Oxazolons unverindert. 

Die Oxazolone reagieren also in erster Linie mit Substanzey 
mit primarer Amino- und Hydroxylgruppe, sekundire Amino- und 
Hydroxylgruppe und Sulfhydrilgruppe treten ebenfalls in Reaktion, 
Nach diesen Ergebnissen kommen als reaktionsfahige Stellen de 
EiweiBmolekiils freie Aminogruppen (endstindige, e-standige Amino- 
gruppe des Lysins) in Frage. Eine Reaktion mit den NH-Grup- 
pen der Peptidbindungen ist auBerordentlich unwahrscheinlicl. 
Weitere Angriffspunkte sind die phenolische Gruppe des Tyrosins, 
die Hydroxylgruppe des Serins und die Sulfhydrilgruppe des 
Cysteins. Bei der Umsetzung des Oxazolons mit Arginin tritt mehr 
als ein Molekiil Oxazolon in Reaktion, doch haben wir das Re- 
aktionsprodukt nicht in reiner Form isolieren kénnen. Eine Be- 
teiligung der Guanidinogruppe des Arginins an der Bindung der 
Oxazolone ist daher nicht auszuschlieBen. 


CoH, C,H; 
~_—_, - C=0 
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1 bei fi Beschreibung der Versuche 


Isopropylester des d,1-Benzoyl-«-alanins. 1,5 ¢ Oxazolon werden 
nzey mit 5 eem Isopropylalkohol drei Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt. Der 
-und & Riickstand der eingedampften Lésung wird in Ather aufgenommen und die 
itherische Lésung mit Alkali ausgeschiittelt. Der Riickstand der iitherischen 
Lisung ergibt aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert 0,5 g farblose Nadeln 
| des vom Sehmelzp. 79—80 °. 


C1ON, 


ial 1,544 mg Subst.: 0,072 eem N, (21°, 754 mm). 

By - ’ y rT - ~ 1 . YY ££ OF 

te C,,H,,O,N Ber. N 5,95.  Gef. N 5,37. 

1i1Ch, ° 

iti Benzylester des d,l-Benzoyl-a-alanins. 0,5 g Oxazolon werden mit 


5 com Benzylalkohol auf dem Wasserbad kurz erwiirmt und iiber Nacht 
stehen gelassen. Die Lésung wird mit Wasser versetzt und ausgeiithert. 


des 


mehr F Per Riickstand der atherischen Lésung wird aus Methanol-Wasser wm- 
Re- — krystallisiert. 0,6 g verfilzter Nadeln vom Schmelzp. 88—89”. 

» Be- 3,483 mg Subst.: 0,153 cem Ny, (23,5°, 746 mm). 

r der C,,H,,0O,N Ber. N 4,94.  Gef. N 4,96. 


1-Menthylester des d,1-Benzoyl-c-alanins. 1 g Oxazolon wird mit 
i.4 ¢ l-Menthol in 5 cem absolutem Ather vier Stunden auf dem Wasser- 
bad unter RiickfHuB gekocht. Das iiberschiissige 1-Menthol wird mit Wasser- 
dampf abgeblasen. Das Reaktionsprodukt wird in Ather aufgenommen und 
die fitherische Lésung mit Alkali gewaschen, um Benzoylalanin zu ent- 
fernen. Der Riickstand der iitherischen Liésung wird aus Methanol—-Wasser 
unkrystallisiert. O,1 g Nadeln vom Sechmelzp. 104-—-105°. 

2.965 mg Subst.: 0,109 cem Ny, (22°, 761 mm). 

CugtiasU,N Ber. N 4,23. Gef. N 4,26. 

In gleicher Weise mit a-Terpineol ausgefiihrte Ansiitze lieferten bei 
der Aufarbeitung nur Terpineol und Benzoylalanin. 

In gleicher Art wurden dargestellt: 





Phenylester des d,l1-Benzoyl-«-alanins. Aus Aceton-Petroliither 


9090 


Nadeln vom Sehmelzp. 131—132 
3,448 mg Subst.: 0,175 ecem N, (23°, 746 mm). 
C,gH,,05N Ber. N 5,20. Gef. N 5,28. 
\-Naphthylester des d,1-Benzoyl-«-alanins. Aus Alkohol-Wasser 
teine Nadeln vom Schmelzp. 164—165 °. 
3,08) mg Subst.: 0,131 eem N, (23,5°, 764 mm). 
C,,H,,0,N Ber. N 4,38.  Gef. N 4,48. 
d,1-Benzoyl-alanyl -salicylsaure. Aus Aceton-Petrolither Nadeln 
vom Sehmelzp. 152—153°. 
3,430 mg Subst.: 0,148 cem Ny, (22,5°, 753 mm). 
C,,H,;0;N Ber. N 4,47. Gef. N 4,54. 


Thiophenolester des d,1-Benzoyl-«-alanins. 0,5 g Oxazolon werden 
eem Thiophenol eine Stunde auf dem Wasserbad schwach erwiirmt. 
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Beim Erkalten erstarrt die Lésung zu einem Krystallbrei, der aus Acetoy 
Petrolither umkrystallisiert wird. 0,73 g_ biischelférmige Nadeln yo, 
Schmelzp. 130—131 °. 
3,339 mg Subst.: 0,143 cem N, (22°, 756 mm). U 
C,,H,,;0,.NS Ber. N 4,91. Gef. N 4,93. 
Athylamid des d, 1-Benzoy]-«-alanins. 0,5 g Oxazolon werden jy 
5 cem Ather gelést und mit 1 g Athylamin versetzt. Nach kurzer Zeit 
beginnt eine Abscheidung von Krystallen, die aus Aceton—Petroliither wu 
krystallisiert werden. 0,48 g feine Nadeln vom Schmelzp. 136—137°. 
2,066 mg Subst.: 0,226 ecem N, (24°, 764 mm). 
C.sH.ON, Ber. N 12,72. Gef. N 12,64. 


Monomethylanilid des d,1-Benzoyl-c-alanins. 1 g Oxazolon wir! 
in 5 eem Ather mit 0,8 g Monomethylanilin eine Stunde auf dem Wasser. 


bad erwirmt. Die itherische Lésung wird mit verdiinnter Salzséure aus W 
geschiittelt. Der Riickstand ergibt aus Ather umkrystallisiert 0,2 g¢ feine ve 
Nadeln vom Schmelzp. 119-—-120°. d.] 
3,148 mg Subst.: 0,278 cem N, (22,5°, 751 mm). e dal 
C,,H,,0,N, Ber. N 9,96. Gef. N 10,07. nic 

Piperidid des d,1-Benzoyl-«-alanins. Zu 1 g Oxazolon werden 0),7)¢ I-G 
Piperidin gegeben. Unter starker Selbsterwirmung tritt Reaktion cin. acl 
Nach dem Umkrystallisieren aus Ather 1 g feine Nadeln vom Schmelz ies 
punkt 114—115°. E dai 
2,550 mg Subst.: 0,234 eem N, (21°, 750 mm). F die 
C,,H..O.N, Ber. N 10,77. Gef. N 10,52. sit 


d,1-Benzoyl-«-alanyl-l-prolin. 1,2 g 1-Prolin werden in 20 cen 
n 1-Natronlauge gelést und mit 1,5 g Oxazolon geschiittelt, wobei auf 40—5| 
erwirmt wird. Nachdem alles in Lésung gegangen ist, werden 10 cen 
2 n-Salzsiiure hinzugefiigt. Es scheidet sich ein Ol ab, das beim Verreibex 
mit Alkohol fest wird. Aus Methanol umkrystallisiert 0,6 g Nadeln voi 
Schmelzp. 228—230 °. 

2,936 mg Subst.: 0,254 cem N, (27,5°, 751 mm). 


C,3H,,O.Ne Ber. N 9,96. Gef. N 9,71. 


Beim 24 stiindigen Kochen von Indol, Benzamid oder Benzanilid wit 
Oxazolon in iitherischer oder benzolischer Lésung konnte kein Umsatz fest 


cestellt werden. 











Uber die Bildung von «-Aminobuttersdure beim Erwarmen 
von ]-Glutaminsaure mit Natronlauge 
den in Von 


er in Emil Abderhalden und Oskar Bohm 


(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitat Halle/S.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. August 1940) 


Der Befund von Emil Fischer’), wonach bei der Benzoylie- 
e au. rung von 1-Glutaminsiure teilweise Racemisierung eintritt, hat uns 
- feinef vyeranlaBt zu priifen, unter welchen Bedingungen Bildung von 
d,l-Glutaminsiiure erfolgt. Zunachst konnte festgestellt werden”), 
dai die Kupplung von 1-Glutaminsiure mit Chloracetylchlorid 
nicht zur. Bildung von Racemkérper fihrt. Beim Kochen von 


o75,— /-Glutaminsaiure mit konz. Salzsiure lie sich innerhalb der Beob- 


1 ein, achtungszeit (48 Stunden) keine Abnahme des Drehungsvermégens 
hmelz  feststellen. Wurde dagegen mit 20°/,iger Natronlauge gekocht, 
' dann ging das Drehungsvermigen mehr und mehr zuriick. Bei 
dieser Gelegenheit beobachteten wir die Abspaltung von Kohlen- 
siure und die Bildung von d,l-e@-Aminobuttersiure. Der 
“ee Reaktions-Mechanismus ist wahrscheinlich der folgende: 
COO-Na + NaOH Na,CO; 


Q ean 
reiben CH, CH, 
n vou & Wits 


CH, > CH, 
CH - NH, CH - NH, 


COOH COOH 


ds mit ; ao ; 
Glutaminsaures Natrium a-Aminobuttersiiure 


/, fest 


Experimenteller Teil 

20 g 1-Glutaminsiiure wurden in einem Quarzgefif mit 200 cem 20°/, iger 
Natronlauge versetzt. Nach kurzem Erwiirmen trat Lisung ein. Nach ein- 
vetretener Erkaltung wurde das optische Verhalten gemessen. [a]?° = + 9,2°. 
Nach 25 stiindigem Kochen am RiickfluBkiihler war die optische Drehung 
aut + 6,41° und nach 50 stiindigem auf + 2,9° gesunken. Die anfangs klare 
Lisung triibte sich wiihrend des Versuches. Es bildeten sich Flocken. Sie 
bestanden aus Kieselsiiure. Ferner war Natriumearbonat entstanden. 5 cem 
(er Lésung wurden mit destilliertem Wasser auf 250cem aufgefiillt und 











49 Abderhalden und Béhm, Bildung yon o-Aminobuttersiure usy 


mit n/10-H,SO, nach Warder auf NaOH und Na,CO, unter Verwendung 
von Phenolphthalein und Methylorange titriert. Gefunden wurden 30,62 °/, NaOQk 
und 12,60°/, Na,CO, (berechnet auf die gesamte Fliissigkeitsmenge). Davon is: 
der Na,CO,-Gehalt der verwendeten Natronlauge =2,6°/, in Abzug zu bringen, 

Wir sind der Herkunft des Natriumearbonats nachgegangen. 25 cen, 
der urspriinglichen Lésung wurden mit Methanol so lange unter Erneuerung 
desselben geschiittelt, bis dieses klar abdekantiert werden konnte. Nac, 
AbgieBen der mit Methanol ausgezogenen Versuchsfliissigkeit verblie} ay 
der GefiBwand ein weiBer, schmieriger Kérper haften. Er liste sich spielen 
in Wasser. Mit Methylalkohol wurde er gefillt. Aus einem Methanol. 
Wassergemisch krystallisierte die Substanz in kleinen tafelartigen Krystallen, 
Es handelte sich um das von E. Abderhalden und K. Kautzsch®) her. 
gestellte einbasische glutaminsaure Natrium. 

Der abdekantierte Methylalkohol triibte sich nach kurzer Zeit mehr 
und mehr. In der Folge fiel eine krystalline Substanz aus. Sie wurde mit 
Alkohol von vorhandenem NaOH befreit. Sie erwies sich als Natriumearbonat, 
beigemiseht war etwas Kieselsiiure, ferner war Glutaminsiiure vorhanden. 
Die Mutterlauge der erwihnten krystallinen Abscheidung wurde auf de 
Wasserbade eingeengt. Nach einigem Stehen fielen weibe Blittchen aus. 
Sie erwiesen sich als rein organisch. Sie verfliichtigten sich oberhalb von 300 
ohne zu schmelzen. Sie lésten sich leicht in Wasser und etwas in Alkohol. 
Beim Erwirmen mit einer wiibrigen Loésung von Kupferacetat entstand ein 
schwer lésliches Kupfersalz. Mit Eisenchlorid wurde eine dunkelrotbrauwe 
Fiirbung erhalten. Ninhydrin-Reaktion positiv. Drehungsvermégen = 0. 

Bei Wiederholung des Versuches wurde die Natronlauge unter lang- 
samer Zugabe von Salzsiiure neutralisiert. Die dabei auftretende Fiillung 
wurde abfiltriert und mit Alkohol gewaschen. Im anfallenden Filtrat wurde 
durch weiteren Zusatz von Athylalkohol die Ausfillung vervollstiindigt und 
der Niederschlag abfiltriert. Beide Fiillungen enthielten Kieselsiure, Koch- 
salz und Glutaminsiiure. Das Filtrat der beiden Fillungen engten wir aut 
dem Wasserbad ein. Dabei schied sich «-Aminobuttersiiure in Form weiber 
Blittchen aus. 

4,809 mg Subst.: 8,21 mg CO,, 3,76 mg H,O. 2,983 mg Subst 
0,353 eem N (19,5°, 750 mm). 

Fiir C,H,O,N (103,12) Ber. © 46,57 H 8,73 N 13,58 

Gef. ,, 46,56 , 8,73 ,, 13,55. 

Wir haben von der isolierten Verbindung in bekannter Weise das 
Benzoyl-Derivat dargestellt. Schmelzp. 143°. Durch Synthese gewonnene 
d,l-a-Aminobuttersiiure zeigte Schmelzp. 143°, Mischsehmelzp. 143°. 

4,931 mg Subst.: 11,470 mg CO,, 2,76 mg H,O. — 3,108 mg Subst.: 
0.175 eem N (20°, 750 mm). 

Fiir C,,H,,0,N (207,11) Ber. C 63,73 H 6,32 N 6,76 

Gef. ,, 63,44 », 6,26 » 6,43. 

Die Ausbeute an d,l-ac-Aminobuttersiiure betrug 10 g = 70°/, der ver- 

wendeten Glutaminsiure. 


Literatur 
1. Ber. chem. Ges. 32, 2451 (1899). 2. Emil Abderhalden 
G. Caesar, Fermentforsch. 16, 299 (1940). 3. Diese Z. 64, 450 (1910). 
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Zur Chemie des Tabakmosaikvirus 


Uber die Einwirkung von Keten und Phenylisocyanat 
auf das Virusprotein 


Von 


Gerhard Schramm und Hans Miiller 


Mit 15 Figuren im Text und auf Tafel I—V 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. August 1940) 


Es ist das Ziel der chemischen Virusforschung, die Zusammen- 
setzung und Struktur der Virusarten soweit wie méglich aufzukliren, 
um hierdurch einen Kinblick in den entscheidenden Vorgang ihrer 
Vermehrung zu gewinnen. Wir haben uns zur Aufgabe gemacht, 
durch die Darstellung chemisch definierter Derivate von Virus- 
protenen die Art der funktionellen Gruppen im Molekil und 
ihre Bedeutung fiir die biologische Wirkung zu untersuchen. Als 
Versuchsobjekt wihlten wir zunichst das von Stanley in reiner 
Form isolierte') Tabakmosaikvirus (T.M.-Virus), das biologisch 
und chemisch gut charakterisiert ist und EKigenschaften besitzt, 
die dieses Virus fiir chemische Untersuchungen besonders geeignet 
erscheinen lassen. Fiir die Untersuchung stand uns der von Stanley 
iiberlassene Originalstamm zur Verfiigung. In der vorliegenden 
Arbeit soll iiber die Einwirkung von Keten und Phenylisocyanat 
auf das T.M.-Virus berichtet werden. Bevor wir jedoch auf unsere 
Versuchsergebnisse eingehen, ist es notwendig, einige Bemerkungen 
iiber das T.M.-Virus selbst zu machen. 


Uber die Einheitlichkeit des Tabakmosaikvirus 


Als Ausgangsmaterial fiir unsere chemischen Untersuchungen 
benutzten wir ein durch Ammonsulfatfillungen gewonnenes krystalli- 
siertes Virusprotein. Da nur mit einem reinen Protein eindeutige 
Ergebnisse zu erwarten sind, haben wir versucht, die Kinheitlich- 
keit des Ausgangsstoffes soweit wie méglich sicherzustellen. 

Die Untersuchung des T.M.-Virus im Elektrophorese- 
Apparat nach Tiselius?) ergab, daB das Protein sich vollkommen 
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einheitlich verhielt und Beimengungen mit abweichenden Wande. f 
rungsgeschwindigkeiten nicht vorhanden waren (Fig. 7, Tafel III) J 


Zur Priifung auf EKinheitlichkeit benutzten wir weiterhin das f 


Verhalten des Virusproteins in der Ultrazentrifuge. Das yor 
uns benutzte Zentrifugen-Modell ist im Versuchsteil niher be. 
schrieben. Es wurde von G. Schramm gemeinsam mit dep 


Physikalischen Werkstitten in Géttingen in langjihriger f 


Zusammenarbeit entwickelt und entspricht in den Grundziigen 
dem von Beams und Pickels*) gebauten Typ mit PreBluftantriel, 
jedoch wurden in Einzelheiten des Antriebsmechanismus einige 
Verinderungen vorgenommen. Als optische Methode zur Sicht- 
barmachung der Senkung der Teilchen im Schwerefeld wurde die 
Toeplersche Schlerenmethode gewihlt, und zwar in dhnlicher 
Form, wie sie von Tiselius’) fiir den Elektrophorese-Apparat 
benutzt wird. In dem Bild der rotierenden Zelle erscheint hier- 


bei die Grenzschicht zwischen dem reinen Lésungsmittel und der f 


Liésung des sedimentierenden Proteins als dunkle Bande. Beim 
Bau der Zentrifuge kamen uns die Anregungen zugute, die der 
eine von uns (G.8.) anlaBlich eines Aufenthaltes in Upsala von 
Prof. T. Svedberg und Dr. K. 0. Pedersen erhalten hat. Hier- 
fiir sei auch an dieser Stelle herzlich gedankt. 

Als Ergebnis zahlreicher Sedimentationsversuche ist festzu- 
stellen, daB das T’.M.-Virus unter geeigneten Bedingungen in be- 
zug auf das Molgewicht voilkommen einheitlich ist. Ein Kriterium 
der Homogenitit ist die Schirfe der Bande bei der Sedimentation, 
die beim Tabakmosaikvirus einem vollkommen homogenen Protein 
entspricht. In der Fig. 1 (‘Tafel I) ist eine Sedimentationsaufnahme 
vom T.M.-Virus und zum Vergleich damit in Fig. 3 (Tafel I) eine 
solche des Himocyanins [s,, = 98,9*)] wiedergegeben. Von einer 
GréBenvariation, wie sie bei Mikroorganismen zu erwarten ist, die 
nach einer Teilung bis zur nichsten allmaihlich heranwachsen, ist 
nichts zu bemerken. Das 'T.M.-Virus besitzt nach unseren Ver- 
suchen in 0,2 m-Salzlésung bei p,, 8 eine Sedimentationskonstante 
So) = 180. Daneben findet sich hiaufig eine schwere Komponente 
mit s,, = 209. Das Auftreten einer 2. Bande bei der Sedi- 
mentation wurde bereits wiederholt beobachtet. 

Von Wyckoff*) wurde bei einem Virusprotein, das durch 
Ultrazentrifugierung mit Wasser als Lésungsmittel hergestellt worden 


*) Die Sedimentationskonstante, bezogen auf Wasser von 20°, wird aus 
gedriickt in der Einheit 10—% em sec™ dyn—'. 
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war, nur eine Komponente mit einer Sedimentationskonstanten 
s,, = 174 gefunden, dagegen bei Priparaten, die auf chemischem 
Wege gewonnen waren, fand er ebenfalls eine zweite schwerere 
Komponente, deren Sedimentationskonstante zwischen 200 und 230 
lag. Die Natur dieses schwereren Begleitstoffes ergibt sich aus 
folgender Betrachtung: 

- Aus der Sedimentationskonstante kann das Molekulargewicht 
des ‘I'.M.-Virus berechnet werden, wenn wir die Reibung kennen, 
die die Molekiile bei der Sedimentation erfahren. Fiir kompakte 
kugelférmige Molekiile ist diese nach der Stokeschen Formel leicht 
zu berechnen. Physikalisch-chemische und _ elektronenoptische 
Untersuchungen haben aber ergeben, da das T.M.-Virusmolekiil 
stiibchenfoérmig ist. Die Linge der Stibchen verhilt sich zur 
Breite wie 10:1. Aus diesem Achsenverhiltnis berechnet sich 
eine Reibungskonstante von 1,55. Unter Zugrundelegung dieses 
Wertes ergibt sich das Molekulargewicht des T.M.-Virus zu 
23000000*). Wie aus elektronenoptischen Untersuchungen von 
Kausche und Mitarbeitern5) und aus Versuchen, die in unserem 
Arbeitskreis von H. Trurnit**) und H. Friedrich-Freksa im 
Laboratorium von Ardenne durchgefiihrt wurden, hervorgeht, 
lagern sich die Virusmolekile hiaufig linear aneinander, so daf 
Doppelmolekiile mit einem Achsenverhiltnis 1:20 entstehen. Fiir 
diese dimere Form des T.M.-Virus mit einem Molgewicht von 
46000000 errechnet sich eine Sedimentationskonstante von s,, = 220. 
Dieser Wert stimmt innerhalb der Fehlergrenze mit der von uns 
beobachteten Sedimentationskonstante der schweren Komponente 
s,, = 209 und mit den von Wyckoff gefundenen Werten iiberein. 

Unsere Untersuchungen mit der Ultrazentrifuge zeigen, dab 
in Lésungen des T.M.-Virus ein Gleichgewicht zwischen den ver- 
schiedenen Assoziationsstufen der T.M.-Virus besteht. Unmittelbar 
nach dem Auflésen des Virus in einer phosphat- und kochsalz- 
haltigen Lésung (Gesamtmolaritit 0,2) vom p,, 8 findet sich ledig- 
lich die Komponente s,, = 180 (Fig. 1, Tafel I). Nach 24 Stunden 
hat sich ein Gleichgewicht zwischen der monomeren Form 
85) = 180) und der dimeren Form (s,, = 209) eingestellt, das tiber 
2 Wochen unveriandert bestehen bleibt (Fig. 2, Tafel I). In einer 
Lisung gleicher Molaritit vom p,, 5,8 kann das Gleichgewicht 

") Niaheres iiber die Berechnung vgl. T. Svedberg u. K. O, Pedersen, 
Die Ultra-Zentrifuge, Verlag Steinkopff 1940. 
is Ni Uber die Versuche wird demniichst in anderem Zusammenhang be- 
ichtet. 
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weiter zugunsten der Komponente s,, = 209 verschoben werden, 
so daB schlieBlich nur die schwere Komponente beobachtet wird 
(Fig. 4, Tafel II). Daneben setzt die Bildung gréBerer Aggregate 
ein, die zur Entstehung der bekannten parakrystallinen Nidelche 
fiihrt. Hierdurch wird die Gesamtkonzentration des Proteins 
herabgesetzt, was sich in unserer Figur durch eine Schwachung der 
Bande bemerkbar macht. Wird die Lésung vom p, 5,8 gegen 
Wasser dialysiert und wieder auf p,, 8 gebracht, so wird das bej 
diesem p,, bestehende Gleichgewicht wieder eingestellt [Fig. 5, 
Tafel I1*)]. Die beobachteten Sedimentationskonstanten sind in 
folgender ‘Tabelle zusammengefaBt: 
Tabelle 
Sedimentationskonstanten des T.M.-Virus 
Proteinkonzentration 0,3°/,.  Puffergemisch: NaCl, KH,PO,, Na,HPO, 








(resamt- 5} Sy 
po oO Bemerkungen 
molaritiit 10-8 em/Sek. dyn 
| 0,2 5,8 184 213 kurz nach dem 
Q),2 5,8 174 202 Vermischen 
| 0,2 5.8 226 | nach 14 Tagen 
0.9 6.8 178 f kurz nach dem 
TM.-Virus | Vermischen 
.M.-Virus 0.2 99 189 . a 
02 3'9 18] cd nac ; dem 
09 Q'9 iT ermischen 
0,2 8.2 177 198 | nach 24 Stunden 
| 0,2 8,2 182 205 | nach 14 Tagen 
Ban 180 8. ° YOY 
Acetyl-T.M.-Virus 0,22 8,2 173 208 
Phenvl-Carbamino- - 
Phe ny] ( ith unino 0.20 89 173 
I.M.-Virus 














Die Auffindung dieses Gleichgewichtes ist nicht iiberraschen¢, 
da von Svedberg und seinen Mitarbeitern bei verschiedenen 
Proteinen derartige reversible Dissoziationen und Assoziationet 
beobachtet wurden. Kine kleinere Komponente als mit s,, = 1V 
wurde in aktiven Viruslésungen niemals beobachtet, dagegen scheint 
die Bildung héherer Assoziationsstufen méglich zu sein, wie Unter- 


) Uber die Untersuchung des Gleichgewichtes zwischen monomeret 
und dimerer Form des T.M.-Virus wurde bereits von G. Schramm i 
Physikalischen Kolloquium der Universitit Berlin am 12. 7. 1940 berichtet. 

Zusatz bei der Korrektur: Inzwischen ist iiber die Dimerisation vou 
T.M.-Virus auch von Pfannkuch u. Kausche berichtet worden [Bio. 7. 
306, 68 (1940). 
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suchungen von EKrikson-Quensel und Svedberg®) zeigen, die 
in einem anscheinend stark aggregierten inhomogenen T’.M.-Virus- 
priparat Komponenten mit einer Sedimentationskonstante von 
s,, = 235 fanden. 

~ Tn einem p,,-Bereich, in dem monomere und dimere Formen 
des T.M.-Virus nebeneinander vorliegen, findet man elektrophoretisch 
nur eine Bande. Auch Svedberg®) beobachtete, daB das von ihm 
untersuchte, hinsichtlich des Molekulargewichts inhomogene Priparat 
sich elektrophoretisch vollkommen einheitlich verhielt. Fiir die 
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Felde ist, abgesehen 
yon den Versuchsbedingungen, das Verhiltnis Ladung : Oberfliche 
maBgebend. Es ist verstindlich, daB dieser Quotient bei linearer 
Aggregation der Teilchen nur wenig verindert wird. 


Einwirkung von Keten und Phenylisocyanat 
auf das Tabakmosaikvirus 


Mit dem T.M.-Virus sind bereits eine Reihe chemischer Um- 
setzungen vorgenommen worden. Von Stanley’) wurde u. a. die 
Kinwirkung von Wasserstoffsuperoxyd, salpetriger Siure und Form- 
aldehyd untersucht. Alle diese Umsetzungen fihrten zu einer 
Inaktivierung des Virus, obwohl die Derivate gleiche Molgewichte *°) 
zeigen wie das Ausgangsprotein und ebenfalls krystallisieren. Der 
Umsatz des T.M.-Virus mit Formaldehyd fiihrt zu einem Produkt, 
bei dem 60°/, der nach van Slyke bestimmten Aminogruppen 
und ein Teil der Hydroxylgruppen durch Formaldehyd blockiert 
sind. Bemerkenswerterweise kann diese fast véllig unwirksame 
Substanz durch Dialyse bei p,, 3 bis zu 20°/, der urspriinglichen 
Wirksamkeit reaktiviert werden °). 

Da sich zur Herstellung definierter Proteinderivate die Acety- 
lierung durch Einleiten von Keten in die wiBrige Lésung als be- 
sonders schonend erwiesen hat, haben wir zunachst diese Reaktion 
untersucht in der Hoffnung, hier zu biologisch wirksamen Derivaten 
des Tabakmosaikvirus zu gelangen, die hinsichtlich ihrer biologischen 
Kigenschaften besonderes Interesse beanspruchen wiirden. 

Aus den Untersuchungen verschiedener Autoren®~'*) geht 
ibereinstimmend hervor, daB durch die Keteneinwirkung zuniichst 
die freien Aminogruppen der Proteine sehr schnell acetyliert 


_werden. Erst nach langerer Einwirkung setzt die Veresterung 


von Hydroxyl- und Sulfhydrylgruppen ein. Die Guanidingruppe 
und die Hydroxylgruppen der an Protein gebundenen Zucker- 
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Wir leiteten das nach der Methode von Ott und Mit. 
arbeitern’») erzeugte gasférmige Keten in 10 ccm einer 1°/, igen 
Lésung des T.M.-Virus in 1 m-Acetatpuffer (p, 5,8) ein und 


fanden, daB nach 10 Minuten alle nachweisbaren Aminogrupper 


acetyliert waren. Der Amino-Stickstoffgehalt des Ausgangs. f 


materials wurde nach van Slyke bestimmt und ergab eine 
Wert von 0,25°/,. Wie bei anderen Proteinen entspricht dieser 
Wert etwa der Anzahl der «-Aminogruppen des vorhandener 
Lysins, das nach Stanley und Ross?*) und eigenen Bestin. 
mungen zu 0,5°/, im T.M.-Virus enthalten ist. Im acetylierten 
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Vergleich der Wirksamkeit des 10 Minuten acetylierten Virus mit dem Ausgangsstoff. 
Einzelherdtest auf Nicotiana glutinosa 


Acetylierter Virus ——-—-— Tabakmosaikvirus 


Virus ist nach van Slyke kein Aminostickstoff mehr nach: 
weisbar, Ebenso war die empfindliche Ninhydrinreaktion, die bei 
dem Ausgangsstoff eine tiefe Blaufarbung hervorruft, vollig negatir. 


Die biologische Auswertung des acetylierten Virus f 
proteins im Einzelherdtest, die von G. Melchers im K. W.1. firf 
Biologie vorgenommen wurde, ergab, da die biologischef 


Aktivitat gegeniiber dem Ausgangsprodukt in vollew 
Umfange erhalten geblieben ist (Fig. 14). 


Das Acetylprodukt krystallisiert wie das Ausgangsmaterial f 
in parakrystallinen Nidelchen. Die Untersuchung in der Ultrazet- 
trifuge ergab, daB sich die Sedimentationskonstante und dam! f 
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das Molgewicht bei der Acetylierung nicht verindert haben (Fig. 6, 

Tafel Il). Anzeichen fiir eine Inhomogeniti&t oder einen Zerfall 
‘des Virus in kleinere Partikel waren nicht zu beobachten. Die 
'Fihigkeit, sich zu Doppelmolekiilen zu assoziieren, ist erhalten 
-geblieben. Nach der elektronen-mikroskopischen Aufnahme (Fig. 13, 
‘Tafel V), die Dr. H. Trurnit mit dem Universal-Elektronen- 
nikroskop im Laboratorium von Ardenne durchfihrte, scheint 
die Neigung zur linearen und seitlichen Polymerisation beim 
acetylierten Virusprotein sogar gegentiber dem unter gleichen Be- 
dingungen untersuchten Ausgangsprotein verstirkt zu sein. Die 
elektrophoretische Untersuchung nach Tiselius ergab, daB das 
Acetylprodukt auch in bezug auf die Wanderungsgeschwindigkeit 
vollkommen einheitlich ist (Fig. 8, Tafel III). Es unterscheidet 
sich eindeutig von dem Ausgangsmaterial durch seine héhere 
negative Wanderungsgeschwindigkeit. In Fig. 9 (Tafel I1I) ist das 
Bild wiedergegeben, das man bei der Elektrophorese einer Mischung 
von ‘T.M.-Virus und Acetylvirus erhilt. Die héhere Wanderungs- 
geschwindigkeit in Richtung zur Anode war zu erwarten, da durch 
die Acetylierung die Anzahl der positiven Gruppen vermindert 
bzw. die Zahl der negativen Gruppen erhéht ist. Nahere Unter- 
suchungen tiber die durch die Acetylierung verursachte Verschiebung 
des isoelektrischen Punktes und die Beziehung zwischen der 
Wanderungsgeschwindigkeit und Ladung sind im Gange. 

LiBt man Keten lingere Zeit auf T’.M.-Virusprotein ein- 
wirken, so sinkt die Wirksamkeit langsam ab. Aus einer Virus- 
lisung, die wihrend der Acetylierung gegen Acetatpuffer vom 
) 2,6 dialysiert wurde, entnahmen wir Proben nach 10, 30, 90 
und 180 Minuten. Die Auswertungen, die wiederum von 
G. Melchers vorgenommen wurden, zeigten, daB nach 30 Minuten 
langer Kinwirkung von Keten noch volle Aktivitit vorhanden ist, 
nach 90 Minuten dagegen die Wirksamkeit auf 10°/,, nach 
180 Minuten auf etwa 1°/, des Ausgangswertes gesunken ist (Fig. 15). 
Das Endprodukt der Acetylierung kann unter den gleichen Be- 
dingungen wie der Ausgangsstoff in krystallisierter Form erhalten 
werden. 

Dieses Ergebnis liBt sich in dem Sinne deuten, da fiir die 
infektiése Wirkung des T.M.-Virus die freien Aminogruppen nicht 
erforderlich sind, daB die Veresterung der phenolischen Hydroxyl- 


stuppen dagegen zur Inaktivierung fihrt. Um diesen Befund 


durch weitere Versuche zu sichern, wurde auch die Kinwirkung 
von Phenylisocyanat auf T.M.-Virus untersucht. 
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Wenn diese Reaktion bei 0° und in einem p,-Bereich yo 
7,5—8 vorgenommen wird, so reagieren lediglich die Amino. 
gruppen, die hierbei in die Phenylharnstoffgruppe umgewandel 
werden. Nach den Ergebnissen von Hopkins und Wormall" 
bleiben bei der Umsetzung mit Phenylisocyanat die Antiger. 
Eigenschaften der Proteine erhalten, jedoch ist die Spezifitit de 
Phenylearbaminoderivate verringert. Die Einwirkung von Phenyl. 
isocyanat auf Insulin fiihrt im Gegensatz zu der Acetylierung! 
mit Keten zu einem unwirksamen Produkt!®. 
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Dauer der Keteneinwirkung in Minuten 
Fig. 15 
Wirksamkeit des Tabakmosaikvirus in Abhangigkeit von der Acetylierungsdaue: 
Die Wirksamkeit des acetylierten Virus wurde durch Vergleich mit verschiedenen Konzet: 
trationen des Ausgangsstoffes im Einzelherdtest auf Phaseolus vulgaris ermittelt 
Anzahl] der Parallelbestimmungen je MeBpunkt n = 40—48 


Wir haben eine 1°/,ige Lisung von T.M.-Virus tropfenweist 
unter Kiskiihlung mit Phenylisocyanat behandelt. Das Reaktions 
produkt zeigte keine deutliche Ninhydrinreaktion mehr. Ks tri 
lediglich ein schwacher briiunlicher Farbton auf. Demnach habe 


siimtliche freien Aminogruppen reagiert, trotzdem war das Derivalg 


noch voll wirksam (T'ab. 2). 
Das Phenyl-carbaminoderivat des T.M.-Virus ist im saurel 


Gebiet und in salzfreien Lisungen schwer léslich. Bei p, 8 lis 


es sich dagegen gut und zeigt in der Zentrifuge eine gegeniibel 
dem Ausgangsprotein unveriinderte Sedimentationskonstante. Be 
p, 4,6 kann es in krystallinen Nadeln erhalten werden. 
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Tabelle 2 


Wirksamkeit des Phenylearbaminoderivats des T.M.-Virus im 
Einzelherdtest 


Anzahl der Parallelbestimmungen n = 60 





Konz. |Einzelherdeje Blatthailfte} P (Wahrscheinlichkeit 

g/eem (Phaseolus vulgaris) fiir Differenz = 0) 
T’.M.-Virus iv 42,3 - 
Phenylearb- . U,69 
aminoderivat 107° $0),4 











Dieser Versuch bestatigt also, daB die Veresterung der freien 
Aminogruppen keinen Verlust der Wirksamkeit zur Folge hat. 
Ob in der Pflanze die eingefiihrten Gruppen wieder abgespalten 
und das urspriingliche Molekiil wieder hergestellt wird, oder ob 
die freien NH,-Gruppen fir die Infektion mit dem Virus nicht 
wesentlich sind, muB gepriift werden. Es wird zur Zeit unter- 
sucht, wie weit durch die chemische Umwandlung des T.M.-Virus 
die Auspragung der Krankheitssymptome bei der Pfianze ver- 
indert wird. Besonders interessant ist die Frage, ob die ,,Nach- 
kommen* dieses abgeiinderten T.M.-Virus Abweichungen gegen- 
iiber dem Normalstamm aufweisen. 


Die Versuche wurden unter Mitarbeit von Fraulein L. Rebens- 
burg und Fraulein K. Krause ausgefiihrt. 

Herrn Professor Butenandt danken wir fiir die Férderung 
und Herrn Professor Hérlein (I.G. Farbenindustrie A.G., Werk 


7 


Elberfeld) fiir die Unterstiitzung der Arbeit. 


Versuchsteil 


Die Darstellung des T.M.-Virus. Die etwa 4 Wochen nach 
der Infektion geernteten Tabakpflanzen wurden eingefroren, mit 
der Maschine zerkleinert und ausgepreBt. Der PreBsaft wurde 
zur Kntfernung von chlorophyllhaltigen Proteinen einige Tage auf 
— 12° abgekiihlt. Nach dem Auftauen war eine griéBere Menge 
dunkelgriin gefarbter Proteine ausgeflockt, die durch Zentri- 
lugieren entfernt wurden. Der klare braune Saft wurde mit 
30 Gewichtsprozenten gepulvertem Ammonsulfat versetzt und 


der Niederschlag in der halben Menge des Ausgangsvolumens 


m 20-Na,HPO, aufgenommen, wobei unlisliche Bestandteile 
(urch Zentrifugieren entfernt wurden. Die Fallung wurde mit 


4* 
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20°/, Ammonsulfat wiederholt. Der Niederschlag wurde wiederyy 
in m/20-Puffer aufgenommen und mit 1 n-Natronlauge auf p,, 73 
bis 7,9 gebracht. Die Lésung wurde 12 Stunden kiihl aufbewahyt. 
wobei sich meist unlésliche Bestandteile absetzen, die durch 
Zentrifugieren entfernt wurden. Die klare Lésung wurde mi 
15°/, Ammonsulfat gefallt und wiederum in m/20-Phosphat aut. 
genommen. Die Lésung wurde dann mit Essigsiure auf Py 46 
gebracht und das Virus in Form kleiner Nidelchen mit 15° 
Ammonsulfat ausgefillt. 

Falls das Virusprotein noch dunkel gefarbt ist, wird die 
Umfiallung einige Male wiederholt. Zur Entfernung dunkler Be. 
gleitsubstanzen ist die Fallung mit wenig Ammonsulfat im alka. 
lischen Gebiet besonders zu empfehlen. Das Protein wird am 
besten in einer konzentrierten Ammonsulfatlésung aufbewahrt. 
Nach sorgfiltiger Dialyse und Trocknung bei 60° im Vakuun 
hatte die Substanz folgende Zusammensetzung: 

C519 H7,15 N 16,26, Asche 1,53%,. 


Die Acetylierung. Das Keten wurde nach der von Ott 
angegebenen Methode durch thermische Zersetzung von Aceton 
an gliihenden Wolframdraihten gewonnen. Der von uns benutzte 
Apparat ist ihnlich gebaut wie der von C. H. Li?®) beschriebene. 
Das Gas wurde durch eine Glasfritte in die Viruslésung ein- 
geleitet. Zur Acetylierung wurde ein langsamer Ketenstrom vou 
0,05 m/Stunde benutzt. Bei der linger dauernden Acetylierung 
wurden 40 ccm einer 1°/,igen Viruslésung in einen Cellophan- 
beutel eingefillt, der sich in einer gréBeren Menge (4 Liter 
0,5 m <Acetatpuffer p,, 5,6 befand. Die AuBenfltissigkeit wurde 
durch einen kriftigen Riihrer in Bewegung gehalten. Das p, 
sank wiihrend des Versuches innerhalb von 3 Stunden auf 3,%. 
Die Viruslésung wurde gegen Ende des Versuches milchig triibe, 
wurde jedoch durch das hindurchperlende Gas gut durchgewirbelt. 
Fiir die weitere Untersuchung wurden die einzelnen, der Lésung 
entnommenen Proben durch Dialyse gereinigt. 


Bestimmung des Amino-N. Fiir die Bestimmung des Amino- 
stickstofis nach van Slyke ist es notwendig, die T.M.-Virus- 
lisung sorgfiltig in Nihe des isoelektrischen Punktes bei etwa 
pP, 3.6 zu dialysieren, um die letzten Spuren von NH,-Ionen zu 
entfernen. 

Um allzu starkes Schiumen wiihrend der Umsetzung mit 
salpetriger Siure zu vermeiden, wurde in das ReaktionsgefiB in 
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der tiblichen Weise 0,5 ccm Octylalkohol eingefiillt. Die Um- 
stzung war nach 20 Minuten beendet. 

92 mg T.M.-Virusprotein ergaben: 0,40 ccm N, bei 760 mm 
und 24°, Gef. Nyu, 0,25°/,. 


Die Umsetzung des T.M.-Virus mit Phenylisocyanat. 30 ccm 
1,3°/,iger Viruslésung wurden mit 0,085 g KH,PO, und 0,58 ccm 
tn NaOH auf p,, 8 gebracht. In diese Liésung wurde inner- 
halb 11/, Stunden unter guter Kiskiihlung und kraftigem Rihren 
)4cem Phenylisocyanat tropfenweise zugegeben. Durch ent- 
entsprechendes Zutropfen von verdinnter Natronlauge wurde 
dauernd ein p,, von 7,5—8 aufrecht erhalten. Nach beendeter 
Reaktion wurde der durch iiberschiissiges Phenylisocyanat ge- 
bildete Diphenylharnstoff abzentrifugiert und die Lésung mit 
verdiinnter Kssigsiiure auf p,, 4 gebracht. Das Protein wurde 
dann durch Zugabe von 20°/, Natriumsulfat ausgefallt und 
durch Zentrifugieren von der proteinfreien Mutterlauge getrennt. 
Der Niederschlag liste sich in 30 ccm m/10-Phosphatpuffer p, 8 
ind wurde fiir die weitere Untersuchung bei 0° gegen Wasser 
lialysiert, wobei das Protein ausfiel. Eine Probe des Proteins 
wurde nach der beim Tabakmosaik beschriebenen Methode in 
“orm krystalliner Nidelchen erhalten. 


Versuche mit der Ultrazentrifuge. Jie fiir die Untersuchung 
hendtigten Viruslésungen von verschiedenem Salzgehalt und p, 
wurden durch Vermischen der salzfreien Proteinlésungen mit dem 
cleichen Volumen einer entsprechend konzentrierten Salzlésung 
hergestellt. 


Beschreibung der Ultrazentrifuge (vgl. Fig. 1O—12). — 1. An- 
trieb und Leistung. Der Antriebsmechanismus besteht aus 
einem flachen Kreisel, der durch einen von unten zugefiihrten 
Luftstrom in der Schwebe gehalten und durch sechs seitlich an- 
sebrachte freistehende Diisen in Drehung versetzt wird (Fig. 11). 
Mit diesem Kreisel ist der in einer Vakuumkammer rotierende 
Urehkérper, der die MeBzelle aufnimmt, durch eine biegsame 
Welle verbunden. Ein Satz gleichartiger Diisen in umgekehrter 
Richtung dient als Luftbremse, um nach Beendigung des Versuches 
die Zentrifuge anzuhalten. Bei einem Antriebsdruck von 31/, bis 
+ Atm. werden 45000 Umdrehungen pro Minute erzielt. Der Ab- 
stand der Zellenmitte von der Drehachse betrigt 6,5 cm, so dab 
in der Zelle ein mittleres Schwerefeld von 150000 g_ besteht. 
Nach Svedberg ist fir die Trennschirfe einer Ultrazentrifuge 
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der Ausdruck h-w?-x maBgebend, wobei h = Linge der Zelle jy 


Richtung des Radius, w = Winkelgeschwindigkeit und «x = Ap. 
stand der Zellmitte von der Drehachse ist. Der héchste yo, 
Svedberg erreichte Wert betrigt 5,83-10°% Fiir unsere Zentrj. 
fuge wurde bisher der Wert 2,1-10§ (h=1,4 cm, 2 = 6,5 en, 
@ = 2-750 Umdrehungen/Sek.) erreicht. Um einen vollig ruhige 
Lauf der Zentrifuge zu erzielen, wurde unter dem Rotor ein 
Daimpfungseinrichtung angebracht. Diese besteht aus einem Metall. 
klotz, der auf seiner Unterlage frei beweglich ist. Ein kurze 
Zapfen, der sich an diesem Metallklotz befindet, greift in ein ay 
unteren Ende des Rotors befindliches Kugellager. Wenn Priizes. 
sionsbewegungen auftreten, so werden diese durch die Trigheit 


des Metallklotzes sofort gedimpft. 


2, Optische Einrichtung. Als Lichtquelle wurde cin § 
Quecksilberdampflampe Osram Hg @ 500 benutzt. Der horizontal: ¥ 
Lichtstrahl wird durch ein unterhalb der Vakuumkammer befind. & 


liches Prisma senkrecht durch die rotierende Zelle gewortfen, 


Durch ein oberhalb der Zentrifuge angebrachtes Prisma wird der : 


Lichtstrahl wiederum geknickt, so daB er in die horizontal aut. 


gestellte Kamera gelangt. Der Abstand des Kameraobjektivs you — 
der Zelle betrigt etwa 110 cm. Auf der Photoplatte entsteht ein F 


zweifach vergréBertes Bild der Zelle. Die unmittelbar vor den 
Kameraobjektiv aufgestellte Schlierenblende mu wihrend des 
Versuches entsprechend der Verringerung des Konzentrations- 


gradienten nachgestellt werden. Die Belichtungszeit betragt bei 


Verwendung von Agfa-Isopanplatten etwa 5 Sekunden. 


3. Die Zentrifugenzelle. Die von uns benutzte Zentr:- 
fugenzelle entspricht in ihrem Bau der Svedbergschen Zelle. 
Die Hohe der Fliissigkeitsschicht betrigt 12 mm, so daB auch 
verhaltnismiBig verdiinnte Lésungen untersucht werden kénnen. 
Zur Untersuchung werden etwa 0,5 ccm Flissigkeit bendtigt. Die 
Zelle kann seitlich durch eine Schraube vakuumdicht verschlossen 
werden. Um einen definierten Miniskus zu haben, wurde die a 
untersuchende Fliissigkeit mit einigen Tropfen Paraffinél iber- 


schichtet. 


4. Bestimmung der Umdrehungszahlen. Die Un-§ 
drehungszahl der Zentrifuge wurde durch ein direkt mit der Zentri- 


fugenachse gekoppeltes Tachometer bestimmt. Zur Kichung wurde 

die Sedimentationskonstante des Himocyanins gemessen (Fig. 3: 

In 0,2 m-Salzlisung, p, 6, fanden wir eine Sedimentations- 
! 5: Pr 
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Fig. 5. Sedimentation des Tabakmosaikvirus. Die cleiche 
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Sedimentation des acetylierten Tabakmosaikvirus. 24 Stunden nach dem Vermischen 


mit der Pufferl6sung 


Puffer: wie bei Fig. 1. Proteinkonz. 0.3 


Drehzahl: 16500/Minute 8's) = 173 8’’s9 = 208 
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Wanderung des Tabakmosaikvirus im elektrischen Feld 
(anodischer Schenkel des U-Rohrs) 





1/100 Phosphatpuffer py 7.0. Feldstirke: 2,3 Volt/em 
Zeitraum zwischen den Aufnahmen 10 Minuten 


H 


hig. 8. Wanderung des acetvilerten Tabakmosaikvirus im elektrischen Feld 





Versuchsbedingungen iihnlich wie bei Fig. 7 


WAHT 


9. Wanderung einer Mischung des acetylierten und des nichtacetvlierten Tabak- 


mosaikvirus im elektrischen Feld. Versuchsbedingungen wie bei Fig. & 
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Querschnitt der luftgetriebenen Ultrazentrifuge. 
Schematische Darstellung 





Fig. 11. Antriebsmechanismus Fig. 12. <Aufstellung der Ultrazentrifuge 
isenanordnung der Ultrazentrifuge und oberer Teil der optisehen Einrichtung 
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Elektronenmikroskopische Aufnahme des acetylierten Tabakmosaikvirus 
Proteinkonz, 8-10—° g ccm 


(Aufnahme vy. Trurnit im Labor. von Ardenne) 
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konstante von 97,2. Sie stimmt innerhalb der von Svedberg 
angegebenen Fehlergrenze von 2—3°/, mit dem von Svedberg 


/0 
-bestimmten Mittelwert s,, = 98,9 tiberein. 


5. Temperatur. Die Versuche wurden in einem Raum 
konstanter Temperatur bei 18° ausgefiihrt. Da sich die Zentri- 
fuge nach dem Umlauf um etwa 2—3° erwiirmt hatte, war es 
nicht notwendig, bei der Berechnung der Sedimentationskonstante 
eine Korrektur fiir die Temperatur zu beriicksichtigen. 


Elektrophoretische Untersuchungen. JDie elektrophoretischen 
Untersuchungen werden mit dem von F. Hellige & Co. (Freiburg) 
nach den Angaben von Tiselius hergestellten Apparat durch- 
sefiihrt. Bei Beachtung der von Tiselius gegebenen Vorschriften 
wurden stets einwandfreie Ergebnisse erzielt. Besonders wichtig ist, 
dab die Zellen véllig fettfrei sind, da sonst die Banden gebogen 
erscheinen. Ks wurde meistens mit einer Feldstirke von etwa 
2 Volt/em gearbeitet. Die Proteinlésungen wurden vor dem Ver- 
such mindestens, 24 Stunden gegen die gewiinschte Pufferlésung 
dialysiert. Die Temperatur betrug bei allen Versuchen + 0,5°. 
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Der biologische Abbau der 1,2-Dioxybuttersdiuren 


Von 


E. Hoff-Jergensen 


Mit 7 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Aarhus, Dainemark) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1940) 


I. Versuche in vivo 


In der weiteren Untersuchung iiber den Stoffwechsel de; 
Ketonk6érper’) ist der Abbau der stereoisomeren 1,2-Dioxybutter. 
siiuren im Tierkérper untersucht worden; denn es wurde im vorau 
fiir méglich angesehen, dafi als erste Stufe des Abbaues Acet- 
essigsdure Wasser anlagert, wobei eine der vier stereoisomere: 
1,2-Dioxybuttersiiuren entsteht: 


CH, CH, CH, 
COH HCOH HCOH 
| + H,O > oder 
CH OHCH HCOH 
COOH COOH COOH 
Acetessigsiure d,1-Threo-1,2-dioxy- d,l-Erythro-1, 2-dioxy- 
(Enoltorm) buttersiure buttersiure 


Der Abbau der Dioxybuttersiuren wurde in vivo an Hunden 
untersucht. 

Nachdem die Untersuchungen begonnen waren, haben Haar- 
mann und Schroeder?) eine Untersuchung des Abbaues von 
8-Oxybuttersiure und Dioxybuttersiure mit Hilfe von Organbrei 
veréffentlicht. Ihre Untersuchung ist inzwischen in bezug aut 
die angewandten analytischen Methoden von Weil-Malherbe’® 
kritisiert worden, und man mu8 auferdem hinzufiigen, daB Haar- 
mann und Schroeders Dioxybuttersiurepriparat kaum rein 
gewesen sein konnte, da sie es durch Kochen der Dibrombutter- 
siure mit starkem Kaliumhydroxyd herstellten. Bei diesem Ver- 
fahren bildet sich vermutlich hauptsachlich die Erythrosiiure, 
aber es zersetzt sich ein bedeutender Teil der Dibrombuttersaure, 
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wobei andere Stoffe gebildet werden, die anscheinend bei dem 
angegebenen Verfahren nicht entfernt worden sind In seiner 
obenerwihnten Abhandlung hat Weil-Malherbe den Abbau der 
d.J-Erythro- und d,l-Threo-dioxybuttersiuren und der «-Oxy- 
acetessigsiure mit Warburg-Technik und Schnitten von Ratten- 
organen untersucht. Die Untersuchung ergab, daB die d,l-Threo- 
dioxybuttersiure oxydiert wird, aber die Oxydation geht langsam 
yor sich und die d,l-Erythro-dioxybuttersiure wird gar nicht an- 
gegriffen. AuSerdem wird die Respiration von Rattengewebe nicht 
oder nur sehr wenig von «-Oxyacetessigsiure beeinfluBt. Es sind 
keine Reinheitskriterien fiir die angewandten Dioxybuttersiure- 
priparate angegeben, welche Weil-Malherbe von Dr. I. W. E. 
Glattfeld bekommen haben. 

Aus dem oben genannten Versuch geht hervor, dab @-Oxy- 
acetessigsiiure kein normales intermediires Stoffwechselprodukt 
jst, aber daB d,l-Threo-dioxybuttersiure mittels Gewebeschnitten 
oxydiert wird. Ks war darum naheliegend, anzunehmen, daf die 
primire Dehydrierung der Dioxybuttersiure in der «-Stellung ge- 
schieht, welches zur Bildung der mit der @-Oxyacetessigsiiure iso- 
meren «- Keto--oxybuttersiure fiihrt. Um diese Méglichkeit 
niher zu untersuchen, wurde die a-Keto-f-oxybuttersiure, welche 
bisher in der Literatur nicht beschrieben ist, hergestellt*). 


Man hatte wohl im voraus annehmen kénnen, daB die beiden 
erwihnten Ketosiuren tautomer sind und daB sich zwischen ihnen 
in wibriger Lésung ein Gleichgewicht einstellt. Das ist indessen 
nicht der Fall, da die g-Oxyacetessigsiiure sehr schnell in saurer 
Fliissigkeit decarboxyliert wird, wahrend sie bei alkalischer Re- 
aktion in Stickstoffatmosphiire stabil bleibt. Dagegen ist «-Keto- 
p-oxybuttersiure stabil in saurer Fliissigkeit, sie wird aber bei 
alkalischer Reaktion decarboxyliert. 

Sowohl «-Oxyacetessigsiure wie «-Keto-3-oxybuttersiiure geben 
bei Decarboxylierung in saurer bzw. alkalischer Lisung Acetol, 
indem der aus e@-Keto-f-oxybuttersiure primar gebildete Milch- 


siurealdehyd spontan zu Acetol umgelagert wird [Ne f*)]. 


Die angewandten d,l-Threo- und d,l-Erythro-dioxybuttersiure- 


| praparate wurden nach Géza Braun‘) hergestellt. Der Schmelz- 
}punkt der Séuren war bzw. 73,5° und 81°. 


Die d- und 1-Threo- 
dioxybuttersiuren wurden aus der racemischen Siiure mit Hilfe 


/von Morphium nach Glattfeld und Chittum’) hergestellt. Die 


spezifische Drehung war bzw. +15,0 und + 15,3°. 
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Als Versuchstiere wurden kleine Hunde angewendet, die 
wihrend der letzten 18 Stunden vor dem Versuch keine Nahrune 
bekamen. Pro Kilogramm Kérpergewicht wurden 5 Millimol der 
untersuchten Stoffe intravenés in eine Ohrvene in 0,75 molaren, 
neutralen 38°-warmen Lésungen injiziert. Die Injektion wurde 
mit einer Geschwindigkeit von 3—5 ccm pro Minute vorgenommen, 
Bei Injektionen unter diesen Bedingungen zeigte es sich, daf 
Natriumchlorid und d(-+-)-Milchsiure keine Steigerung in de; 
Konzentration von Glucose und 1(+-)-Milchsiure im Blut ver. 
ursachte. Alle 15 Minuten wurde von dem anderen Ohr 2 cen 
Blut in kleine Zentrifugengliiser abgenommen, in welchen 2 ccm 
einer 1°/, igen Natriumfluoridlésung eingetrocknet waren. Wihrend 
des Versuches war das Tier im Stoffwechselkafig, der Harn wurde 
die ersten 24Stunden nach der Injektion gesammelt. 


Analysenmethoden 


1. Die Bestimmung der Dioxybuttersiure 


Die von Fleury und Fatome‘) angegebene Methode zur Bestin- 
mung von e«-Glykolen bei Oxydation mit Uberjodsiiure wurde zur Bestin- 
mung von Dioxybuttersiiure auf folgende Weise angewendet: 


0,5 eem Blut wird nach Miller und van Slyke’) enteiweiBt. Das 
Filtrat wird mit Salzsiiure kongosauer gemacht und 5 cem etwa 0,021 n- 
Uberjodsiiure hinzugesetzt. Nach 20 Minuten fiigt man 5 cem gesiittigte 
Natriumearbonatlésung (das Filtrat muff wasserklar bleiben) und 5 cem 
0,020 n-Natriumarsenit in gesiittigter Natriumbicarbonatlésung und 1 cem 
10°/,igem Kaliumjodid hinzu. Nach mindestens 15 Minuten wird mit 
0,005 n-Jod und Stirke als Indicator titriert. Eine Blindprobe, die 0,5 cen 
Wasser statt Blut enthilt, behandelt man genau wie die Blutprobe. Auber 
Dioxybuttersiiure wird auch Glucose und ,,Total Acetol‘ = Acetol + a-Keto 
é-oxybuttersiiure mittelst Uberjodsiure oxydiert. 


1 cem 0,005 n-Jod entspricht 2,5 uMol Dioxybuttersiure, 


1,0 uMol Glucose oder 4,0 uMol ,,Total Acetol*. 


Carbonsiiuren, ungesiittigte Siiuren, Monooxysiuren, Ketosiiuren, Alko 
hole, Aceton und Harnstoff werden nicht von Uberjodsiiure angegriffen. 
dagegen wird Acetessigsiure oxydiert, wenn sie nicht im voraus durch Kochen 
in saurer Lésung in Aceton iibergegangen ist. 

Im Harn wurde die Dioxybuttersiiure auf folgende Weise bestimmt: 
2 ecm Harn wird mit Salzsiiure kongosaurer gemacht und auf 1 g Quarz- 
pulver eingetrocknet. Die Dioxybuttersiiure wird mit 3 x 5 eem warmem 
Athylacetat extrahiert. Das Athylacetat wird abgedampft und der Riick 
stand in Wasser aufgelést, filtriert und zu 10 eem verdiinnt, wonach die 
Bestimmung, wie oben beschrieben vorgenommen wird. 
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2, Die Bestimmung von Glucose und ,,Total Acetol® 


Die Bestimmung wurde nach Miller und van Slyke’) ausgefiihrt, 
doch wurde fiir die Titrierung 0,005 n-Cerisulfat angewendet und die Re- 
duktion wurde in einer Lésung, die 2°/, Natriumcarbonat enthielt, aus- 


| vefiihrt. Die Dioxybuttersiiure wird nicht angegriffen. 


1 cem 0,005 n-Cerisulfat entspricht 1 uMol Glucose 
oder 2,5 uMol ,,Total Acetol". 


3. Die Bestimmung von Glucose 


.Total Acetol“ gibt keine Farbenreaktion mit Orcin und Schwefel- 


siure, darum wurde die von Serensen und Hougaard”™) ausgearbeitete 


Methode zur Bestimmung von Glucose angewandt. Da inzwischen die Be- 

stimmung von Glucose nach der Orcinmethode und nach Miller und 

yan Slyke bei allen Injektionsversuchen mit Dioxybuttersiiuren iiber- 

einstimmende Resultate ergab (als Zeichen, dab sich kein ,,’Total Acetol* 

bildet) sind nur die mit Miller und van Slykes Methode erreichten 

Resultate angegeben. Die Berechnung des Inhalts einer Blutprobe von 

Dioxybuttersiiure geht aus folgendem Beispiel hervor: 

|. Bei der Uberjodsiiuremethode verbrauchten 0,5 cem Blut 

3,50 eem 0,005 n-Jod. 

2, Bei Miller und van Slykes Methode verbrauchten 0,2 cem Blut 

" 1,20 eem 0,005 n-Cerisulfat. 


Der Glucoseinhalt d. Blutprobe ist 5-1,20 = 6 uMol pro 1 cem Blut 
Dioxybuttersiiure + Glucose 


verbrauchte ...... . . 2+3,50= 7,00 cem 0,005 n-Jod pro 1 cem Blut 
Hiervon verbrauchte die Glucose 6,00:1 = 6,00 ,, 0,005 ,, oe 
und die Dioxybuttersiiure verbrauchte 1,00 ,, 0,005 _,, ae 


Die Blutprobe enthielt also 1,00-2,5 = 2,50 uMol Dioxybuttersiiure 
pro 1 eem Blut. 


4, Die Bestimmung von Milchsaure 


Milchsiiure wurde nach Lehmanns"™) enzymatischer Methode be- 
stimmt, bei welecher nur 1(+)-Milchsiiure erfabt wird: Dioxybuttersiure 
und ,,Total Acetol werden nicht von dem Hefeenzympriparat angegriffen. 

5. Die Acetonkérper wurden nach Peters und van Slyke™) im 
Harn bestimmt. 

6. Acetol wurde mit Hilfe von o-Aminobenzaldehyd [Baudisch")] 
im Harn nachgewiesen. 

Ergebnisse 


Versuch 17. Hund 9. Gewicht 3,0 kg.  Injiziert: 5 mMol d-Threo- 
ioxybuttersiiure pro kg. Im Harn (160 cem) wurden 25°/, der injizierten 
Menge wiedergefunden. Acetol im Harn: Spur (d. h. 0—1 mg in 10 cem). 
Ketonkérper im Harn: 0. 

Als Abscisse ist die Zeit nach der Injektion angefiihrt und als Ordinate 
die Konzentration des betreffenden Stoffes im Blut, ausgedriickt in uMol 
pro 1 eem. 
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Fig. 1 
Injektion von d-Threo-dioxybuttersdure (Versuch 17) 


Versuch 30. Hund 9. Gewicht 6,4 kg.  Injiziert: 5 mMol 1-Threo 
buttersiiure pro kg. Im Harn (220 cem) wurden 77°), der injizierten 


Menge wiedergefunden. Acetol im Harn: Spur. Ketonstoffe im Harn: | 


ki Mol pr cc Blut 
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Fig. 2 


Injektion von 1]-Threo-dioxybuttersiure (Versuch 30) 
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Es geht aus diesen beiden Versuchen hervor, daB die d-Threo- 
dioxybuttersiure oxydiert wird, waihrend die 1-Threo-dioxybutter- 
siure aus Blut nur mit der Geschwindigkeit verschwindet, die 
gu erwarten ist, wenn die Abnahme der Konzentration im Blut 
allein durch Ausscheidung durch die Nieren verursacht wird. Es 
ist auBerdem aus Fig. 1 ersichtlich, daB die Injektion von d-Threo- 
dioxybuttersiure eine Steigerung der Konzentration der Blut- 
clucose und der Blutmilchsaéure zur Folge hat. 


Versuch 43. Hund 9. Gewicht 4,0 kg. Injiziert: 5 mMol d,l-Erythro- 
dioxybuttersiure pro kg. Im Harn (140 cem) wurden 21°), der injizierten 
Menge wiedergefunden. Acetol im Harn: Spur. Ketonstoffe im Harn: 0 
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Fig. 3 


Injektion von d,l-Erythro-dioxybuttersiiure (Versuch 43) 


Dieser Versuch zeigt in entschiedenem Widerspruch zu 
Weil-Malherbes (a.a. 0.) Versuchen in vitro, daB die d,l-Erythro- 


dioxybuttersiure sehr schnell im Tierkérper abgebaut wird. 


Bei den Injektionen der drei Siuren wurden niemals toxische 


| Erscheinungen bei den Versuchstieren beobachtet. 


Neben den eben besprochenen Versuchen wurde auf die 


‘gleiche Weise die Schnelligkeit des Abbaus der 1(-+-)-Milchsiure 
Untersucht (Fig. 4). 
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Aus Fig. 4 geht hervor, dab die d,l-Erythro-dioxybuttersiy: 


bedeutend schneller als die d-Threo-dioxybuttersiure und fayf 


genau so schnell wie die 1(-+-)-Milchsiure abgebaut wird. 


















































































































































T a. 7 
{ 
10 r i ae apt 
| | | | 
‘i | 
| 
sw 8 = eames 1 - 
= bik | | 
i <) | 
g | . | 
& | | | 
Q : cS 
=a 
ie ee 
= 
= 
T 
=o 
0 20 490 60 &0 100 Min. 


—; — L(+) Milchsdure —.— o9-Threo- | 
dioxybuttersaure 
a thro- —iA— l- TeO - 
dioxybutterséure dioxybuttersaure 


Fig. 4 
Injektion von d- und ]-Threo-dioxybuttersiure, d,1-Erythro-dioxybuttersdure 
und 1](+)-Milchsaéure 


Intravenése Injektionen von d-Threo- und d,l-Erythrodioxy- 
buttersiure steigern die Blutkonzentrationen der Glucose uni 


Milchséure. Ketonkérper werden dabei nicht im Harn auf 


seschieden: die Versuche stiitzen somit nicht die urspriingliche 
£ ; prung 


Hypothese von einer Stoffwechsel-Beziehung zwischen den Ketov- 
kérpern und den Dioxybuttersiuren. Aus den beiden nichstenf 


Versuchen, bei welchen Dioxybuttersiiuren an phloridzindiabetische 
Hunde injiziert wurden, geht im Gegenteil hervor, daB die Dioxy- 
buttersiuren Glucosebildner sind und antiketogen wirken. 


Versuch 51. Hund 9. Gewicht 5,2 kg. Alter etwa 1'/, Jahre. Am 
12. 12., 13. 12, 14. 12, 15. 12. und 16. 12. wurde subeutan 1 g Phloridzin 
in 5 ecem Olivenél angerieben gegeben. Ab 14. 12. bekam der Hund tiiglich 
30 cem Sahne + 220 eem Wasser, sonst nichts anderes. Er befand sic) 
wiihrend des ganzen Versuches im Stoffwechselkifig. Mit der Sahne bekam 
er jeden Tag 8 g Fett, 1 g Milehzucker (als Glucose berechnet) und 0,2 g Stick 
stoff. Bei der Berechnung des D:N-Quotienten ist die zugefiihrte Meng: 
Glueose und Stickstoff von der Menge abgezogen, welche im Harn dure) 
Titrierung mit Benedicts Fliissigkeit und nach Kjeldahl! gefunden wurde 
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Jen 20. 12. wurde 5 mMol pro kg d-Threo-dioxybuttersiure intravenés in- 





jiziert. 
| Harn Ketonkorpe Glucose N . 
Datum nel — D:N 
ecm als mg Aceton g g 
46.12.—17.12. 300 xi + ~ ae 
17.12.—18. 12. 210 120 18,5 5,5 3.30 
P48.12,—19.12. 260 205 13,0 3.5 3.65 
19, 12.—20. 12. 270 157 11,8 3,2 3,60 
(), 12, 21.12. 300 138 12.9 3.0 4,25 
P1.12.—22. 12. 220 147 9.0 2,4 3.65 

















Auf die gleiche Weise wurde d,l-Erythro-dioxybuttersiure 


pepriift. 


Versuch 53. Hund 9. Gewicht 4,5 kg. Alter etwa */, Jahr. Am 27. 1., 
Os. 1, 20.1., 30.1. und 31.1. wurde 1 g Phloridzin subeutan gegeben. Den 
2, wurde 5 mMol pro kg d,1-Erythro-dioxybuttersiiure intravenés gegeben. 


7" 




















x c<érpe Glucose N . 
—— Harn Ketonkérper rlucose N D:N 
cem als mg Aceton g g 

Si. 1 190 78 15,6 5,2 2,92 
1.2. 280 226 13,0 = Be | 3,44 

.— 2.2. 240 230 11,6 3.0 3,43 
2,2.—3. 2. 270 26 11,5 2,8 1,15 
Z LZ 230 192 10,1 2,0 3,64 

Zusammenfassung 


Bei intravenéser Injektion von d- und 1-Threo-dioxybutter- 
siure, d,l-Erythro-dioxybuttersaure und 1(-+)-Milchsiure an Hunden 


Ket | wird d,l-Erythro-dioxybuttersiure fast so schnell abgebaut wie 
etol-& 


s hatestl ||+)-Milchséure; dagegen wird d-Threo-dioxybuttersiure lang- 
aCNS tell 


-samer oxydiert und 1-Threo-dioxybuttersiure verschwindet so 


langsam aus dem Blut, daB diese Saéure wahrscheinlich gar nicht 
bgebaut wird. 


Bei Injektionen an _ phloridzindiabetische Hunde wirken 


(l-Erythro- und d-Threo-dioxybuttersiure als Glucosebildner und 
antiketogen. Diese Resultate stehen in Widerspruch mit den Re- 
Fsultaten, die Weil-Malherbe*) bei Versuchen in 
reicht hat. 


vitro er- 
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II. Versuche in vitro 


In Fortsetzung der Untersuchungen des biologischen Abhay 
der Dioxybuttersaéuren in vivo sind Versuche in vitro vorgenomme 


worden mit der Thunberg- und Warburg-Technik. 


Das angewandte Enzympriparat wurde aus Schweineherz 
nach Green und Brosteaux"‘) hergestellt (lecm Enzymlisy: 


~ 5g Herzmuskulatur). 
1. Die aerobe und anaerobe Dehydrierung 
der d,l-Erythro- und d,l-Threo-dioxybuttersiuren 
Tabelle 1 


a) Thunberg-Technik, Temperatur 38°, py, = 7,3 














Rohr Nr. ] 2 3 
Enzym. . ae a ee 0,5 0,5 0,5 cem 
Methylenblau 1: 5000. gra. G 0,5 0,5 0,5 
d, 1-Erythro-dioxybuttersiiure (Na) 0,2 m 0,2 
d, 1-Threo- -dioxybuttersiiure (Na) 0,2 m 0,2 
a ad RR oe 0,2 0,2 Q,2 
Ss ere 0,8 0,6 0,6 
Entfirbungszeit .......2.2.2.. | 80 60 | $ Min 


Tabelle 2 


) Warburg-Technik, Temperatur 38°, py = 7,3 














Manometer Nr. ] 2 3 
Enzym... , 2,0 2,0 2,0 een 
d, l-Erythro- -dioxybuttersiiure (Na) ) 0.4m 0,5 
d,1-Threo-dioxybuttersiiure (Na) 0.4m . 0,5 
OES a) a ae a a a 0,5 0,5 0,5 
os eee ee a ee 0,5 
O,-Aufnahme wl, 30 Min. ...... | D | 7 | 29 


Die beiden Versuche stimmen in bester Weise miteinande§ 


und mit Weil-Malherbes*) Versuch iiberein, so daB man au 
beiden schlieBen muB, daf d,1-Threo-dioxybuttersiure ein verhiltnis 


mibig guter Donator ist, wihrend d,l-Erythro-dioxybuttersiur 


fast nicht dehydriert wird. Das Resultat steht indessen in ent 
scheidendem Widerspruch zu den Injektionsversuchen. Der Grunt 
dafiir geht aus nachstehendem Versuch hervor, in welchem di 
Priparate der beiden Dioxybuttersiiuren aus Athylacetat un- 
krystallisiert und die Krystalle mit Ather gewaschen sind. Die 
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Tabelle 3 














| Subetrat Anzahl -mal | Entfirbungs- | O,-Aufnahme 

eee umkryst. zeit in Min. ul; 30 Min. 
0 . 7) { 
d.|-Threo-dioxybuttersiiure 0 { 24 
d,1-Erythro- . 0 60 » 
d,1-Threo- ‘a | 8 16 
d,|-Erythro- 12 2] 
d,1-Threo- m 3 Gg 12 
d,|-Erythro- - 3 2 57 
d,1-Threo- “a 5 10 12 
d,]-Erythro- “ 5 9 56 
d,1-Threo- Fi Q 14 
d,|-Erythro 2 56 











unkrystallisierten Praparate sind mittels Thunberg- und War- 
burg-Technik, wie oben, untersucht worden. 

Je reiner die Saéuren sind, ein um so schlechterer Donator 
wird die Threosiure, wihrend die Donatorwirkung der Erythro- 
siure in sehr hohem Grad ansteigt. Iiir Priparate, die dreimal 
oder 6fters umkrystallisiert sind, zeigt die Tabelle, daB die Erythro- 
siure ein viel besseres Substrat ist als die Threosiiure und somit 
ist die véllige Ubereinstimmung zwischen den Injektionsversuchen 
und den Thunberg- und Warburg-Versuchen bewiesen. Die 
Ursache der besprochenen Unterschiede muf offenbar in Unrein- 
heiten beider Priparate gesucht werden. Die Verunreinigung 
der Erythro-dioxybuttersiure ist ein starker Hemmungsstoff, ver- 
mutlich handelt es sich um einen kleinen Rest der zur Her- 
stellung angewandten Perbenzoesiure oder vielleicht um die daraus 
gebildete Benzoesiiure. Was die Threosiiure betrifft, so ist die 
Verunreinigung ein Donator, vermutlich /-Oxybuttersiiure, die 
als Nebenprodukt bei der Herstellung der Threosiure gebildet 
werden kann. Bei den sieben Umkrystallisierungen stieg der 
Schmelzpunkt der Threosiure von 73,5—74,5°, wihrend bei der 
Erythrosiure keinerlei Anderung des Schmelzpunktes (81°) zu 
konstatieren war. 

Da Weil-Malherbe?*) seine Dioxybuttersiurepriparate von 
Dr. Glattfeld bekommen hat, welcher zusammen mit seinen Mit- 
arbeitern die Synthese angegeben hat, die in dieser Arbeit an- 
gewandt ist, ist es wahrscheinlich, daB die Widerspriiche in 
unseren Resultaten in dem oben erwiihnten Umstand zu suchen sind. 
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2. Die Bedeutung der Cozymase fiir die Dehydrierun, 


Es geht aus nachstehendem Versuch hervor, daB die enzyma. 
tische Dehydrierung der d,l-Erythro-dioxybuttersiure das Vv. 
handensein von Cozymase fordert. (Warburg- Versuch wie obey, 


Totalvolumen 3,0 ccm.) 
Tabelle 4 

















Substrat 
2,0cem Enzym .. . i+ @eES 
20ceem ., +0,5 mg Cozyn mase 
20ecem ,, +0,5cem 0,2 m-d,1-E rythro- dioxybuttersiit iiure 
20cem ,, +0,5 mg Cozymase + 0,5 cem 0,2 m-d,]-Ery- 


thro-dioxybuttersiure . 


eres, 


0, Asif ahme 


alii in n 20 ) Min, 





Die p,-Abhangigkeit der Enzymwirkung 


Die py-Abhiangigkeit der enzymatischen Dehydrierung der d,1-Erythro. 
dioxybuttersiure wurde mit Thu nberg-Technik bei 38° und Methylenblai 
bestimmt. Totalvolumen 2,0cem. Reaktionsgemisch wie auf 8. 64 +0,05 » 
HCl oder NaOH. py-Messung mit Glaselektrode im Reaktionsgemisch nach § 


dem Versuch. 
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Die py-Abhangigkeit der Dehydrierung der d,1l-Erythro-dioxybuttersaéure 


Es geht aus Fig. 5 hervor, daB das p-Optimum fiir die ar- 


aerobe Dehydrierung um p,, = 7,5 liegt. 
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Der biologische Abbau der 1,2-Dioxybuttersiéiuren 


4. Der EinfluB der Substratkonzentrationen 


Beim Warburg- Versuch, wie auf 8.64, wurde die Abhiangig- 
keit der Enzymwirkung von der Konzentration der 1-8-Oxybutter- 
siure, 1(+-)-Milchsiure und der d,l-Erythro-dioxybuttersiure bei 
p, = 7,2 und 38° untersucht. Totalvolumen 3,0ccm; Enzym 
20cem; Cozymase 0,5 mg. 

Es geht aus Fig. 6 hervor, daB die Michaelis-Konstante, 
d. h. diejenige Substratkonzentration, bei welcher die Hilfte der 


aa ——___——_= 
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ea + + + 
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d,l- Erythro -dioxybutterséure 
Fig. 6 


Die Abhangigkeit der Enzymwirkung von den Substratkonzentrationen 
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maximalen Enzymwirkung erreicht wird, in bezug auf die d,l-Erythro- 
dioxybuttersiure etwa 0,02 m ist, wahrend sie etwa 0,004m fiir 
die 8-Oxybuttersiure und etwa 0,008m fiir die Milchsaure ist. 


). Die Spezifizitat der dl-Erythro-dioxybuttersiure- 
dehydrogenase 


Wenn die Dehydrierung der d,1- Erythro-dioxybuttersiure 
entweder durch die #-Oxybuttersiiuredehydrogenase oder durch 
die Milchsiuredehydrogenase verursacht wurde, miibte man er- 
warten, daB die totale Enzymwirkung bei gleichzeitigem Vor- 
handensein von Erythro-dioxybuttersiure und entweder Milch- 
siure oder #-Oxybuttersiure in optimaler Konzentration nicht 


5* 
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gréBer ist als bei dem Vorhandensein desjenigen Substrates alleiy, 
welches die gréBte Wirkung ergibt. 

Um dieses Verhiltnis zu untersuchen, wurde der nachstehend: 
Versuch mit Warburg-Technik vorgenommen. 


ry ‘ 
labelle 5 
Enzym 2,0 cem. Cozymase 0,5 mg. Totalvolumen 3,0 cem. 
Temperatur 38°; py = 7,2 





O,-Aufnahme 


Substrat ~ z 
ul in 20 Min. 
Q 10 
0,6 cem 0,5 m-1(+)-Milchsiiure 68 
0,6 cem 0,5 m-l-§-Oxybuttersiiure Q» 
0,6 cem 0,5 d,1- ry thro- dioxybuttersiiure a 58 
0.3 cem 1,0 m-d,1-E rythro- dioxybutte rsiiure + 0.3 3 c¢em 1.0 m- 
|-6-Oxybuttersiiure . poke 6 136 
0,3 cem 1,0 m-d, l-Erythro- dioxybutte rsiiure + 023 > ecem 10 mn- 
112 





1(+)-Michsiiure 


Es geht aus Tab.5 hervor, daB die Wirkung der einzelnen 
Substrate additiv ist, und dieses Ergebnis deutet stark darauf 
hin, daB das Enzym, welches die Dehydrierung der Erythro- 
dioxybuttersiure bewirkt, weder mit der Milchsiéure-, noch mit 
der #-Oxybuttersiituredehydrogenase identisch ist. Um diesen 
wichtigen Punkt weiter zu untersuchen, wurden einige Versuche 
unternommen, bei welchen die hemmende oder aktivierende Wir- 
kung verschiedener Stoffe untersucht wurde. Unter diesen soll 
besonders die Untersuchung der O,-Aufnahme beim Vorhanden- 


sein von Benzoesiure hervorgehoben werden. 


, | - ‘ 
Tabelle 6 
Warburg-Technik. 38°, pg=7,2. Enzym 2,0cem. Cozmase 0,5 me. 
Totalvolumen 3,0 cem 





O,-Aufnahm 


Substrat 2. 

ul in 20 Min. 
Q 5 
0.3cem 1,0 m-1(+)-Milchsiiure 66 
0.3 eem 1,0 m- - + 0,3 cem 0 02 ) m- -Ns stviambenszoat 70 
0,3 cem 1,0 m-1-$-Oxbuttersiiure 88 
0.3 cem 1,0 m- 7 + 0,3 cem 0, 02 ? m- -Natriumbe nsont 82 
a 


0,3 ecm 1,0 m-d,l-Erythro-dioxybuttersiiure 
QO.3 ecem 1,0 m- 
Natriumbenzoat 


+ 0.3 eem 0.02 m- 
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throdioxybuttersiure. Temperatur 38°, py = 7,2. 





Der biologische Abbau der 1, 2-Dioxybuttersiiuren 69 
Aus Tab. 6 geht hervor, daB 0,002 m-Natriumbenzoat in viel 
hijherem Grad die Dehydrierung von d,l-Erythro-dioxybuttersiure 
hemmt, als es bei der Dehydrierung von $-Oxybuttersiure der 
Fall ist. Auf die Milchsiuredehydrogenase wirkt Benzoat in den 
antersuchten Konzentrationen sogar ein wenig aktivierend. 

Auf der Grundlage dieser Versuche scheint die Behauptung 
herechtigt, daB die Dehydrierung der Erythro-dioxybuttersdure 
weder durch die f-Oxybuttersiure- noch durch die Milchsaure- 
dehydrogenase verursacht wird, sondern daB sie durch eine bisher 
nicht beschriebene Dehydrogenase hervorgerufen wird. 


6. Das Dehydrierungsprodukt der d,l-Erytro- 
dioxybuttersaiure 

Reaktionsgemisch: 45¢cem Enzym + 10 mg Cozymase + 5 cem 1,0 n- 
|. |-Erythro-dioxybuttersiure (Na). 

Das Reaktionsgemisch wurde im ‘Thermostat bei 38° zwei 
Stunden durchliiftet. Danach wurden die Proteinstoffe mit Trichlor- 
essigsiure ausgefallt und dem Filtrat eine gesittigte Lésung von 
2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2n-HCl zugesetzt. Das ausgeschie- 
dene rote Hydrazon (42mg) wurde mit 2n-HCl und Wasser ge- 
waschen und danach zweimal mit 2°/, Natriumcarbonatlisung be- 
handelt. Nach Zentrifugieren wurde das Unaufgeléste mit Wasser 
und Alkohol gewaschen und getrocknet (Schmelzp. 294° korr.). 
Die Natriumcarbonatlésung wurde mit Salzsiure sauer gemacht, 
wobel 5mg eines roten Hydrazons ausgefallt wurden (Schmelz- 
punkt 212° korr.). Das Hydrazon vom Schmelzp. 294° ist in den 
cewohnlichen Lésungsmitteln unléslich, aber in alkoholischem 
Kahumhydroxyd lést es sich mit intensiv violetter Farbe auf. 
Ks muB somit das 2,4-Dinitrophenylhydrazon des Acetols sein 
Schmelzp. 296°. Das Hydrazon vom Schmelzp. 212° ist ver- 


mutlich das 2,4-Dinitrophenylhydrazon der Brenztraubensiure 


Schmelzpunkt 215°), indem die Brenztraubensiure bei weiterem 


Abbau des primiren Dehydrierungsproduktes gebildet werden kann. 


7. Die maximale O,-Aufnahme 


Warburg-Technik wie oben. Reaktionsgemisch 1: 2,0 eem Enzym, 


U.omg Cozymase, 0,3 cem 0,1 n-Hydrazin*) (neutral), 0,2 cem 0,1 m-d,l-Ery- 


») 


‘) Wie bei anderen Dehydrierungen von Oxysiiuren wirkt Hydrazin 


aktivierend auf die O,-Aufnahme [vg]. Green"). Die optimale Hydrazin- 
konzentration liegt hier um 0,01 m. 
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Reaktionsgemisch II: Wie I, doch mit 0,2 eem 0,05 m-d,l-Erythro-j. 
oxy buttersiure. 

Das Resultat dieses Versuches kann auf zwei Weisen erkliirt 
werden: 1. Beide optisch aktiven Komponenten werden dehydrier 
und jedes Molekiil spaltet 2 Wasserstoffatome ab, wobei entweder 
a-Oxyacetessigsiure oder «-Keto-f-oxybuttersiure gebildet wird 
2. Nur eine der optisch aktiven Komponenten wird dehydriert und 
jedes Molekiil von dieser spaltet 4 Wasserstoffatome ab, wobei 
Diketobuttersiure gebildet wird. Die dritte Méglichkeit, nimlic! 
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rig. 7 
Die O,-Aufnahme von 0,2 ccm 0,1 m-d,l-Erythro-dioxybutterséiure (1), 
und von 0,2 ccm 0,05 m-d, l-Erythro-dioxybuttersiure (II) 


dab beide optisch aktiven Komponenten unter Abspaltung vou 
4 Wasserstoffatomen pro Molekiil dehydriert werden, darf nicht 
ganz ausgeschlossen werden, da die lange Versuchszeit eine In- 
aktivierung des Enzyms mit sich gefiihrt haben kann. DaB die 
O,-Aufnahme etwas gréBer ist als berechnet, kénnte darauf hin- 
deuten, daB die Dehydrierung gerade auf letztere Weise vor sich 
geht. Es ist jedoch am wahrscheinlichsten, in bezug auf die 
oben erwihnte Bildung von Brenztraubensiure, daB diese gréBere 
O,-Aufnahme dadurch verursacht wird, daB das primiire Dehydrie- 
rungsprodukt zu Milchsiiure umgebildet wird, welche unter O,-Aut- 
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nahme zu Brenztraubensiure dehydriert wird. In jedem der drei 
Fille muB man erwarten, daB man aus dem Reaktionsgemisch 
das 2,4-Dinitrophenylhydrazon des Acetols isolieren kann, da 
sowohl Diketobuttersiure, a-Oxyacetessigsiure wie a-Keto-f-oxy- 
buttersiure mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin das 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazon des Acetols bilden. Daher gibt der vorhergehende Ver- 
such keine Aufklarung dariiber, welche von den angefiihrten Abbau- 
weisen wirklich stattgefunden hat. 

Die Anzahl der Méglichkeiten wird jedoch auf der Grund- 
lage des folgenden Versuches begrenzt. 


s. Die CO,-Abspaltung vom Dehydrierungsprodukt der 
d,l-Erythrodioxybuttersaiure mit Hilfe von Anilincitrat 


Tabelle 7 





W arburg-Technik [vg]. Edson")}. Temperatur 38” 

Manometer Nr. l 2 
a ae a ay er a ee er a er or 2,0 2,0 eem 
ey a a 0,5 0,5 
d,l-Erythro-dioxybuttersiiure. . . . .... 0,3 
OF Pr Se Ss eS ee ee 0,3 
Q,-Aufnahme wl in 20Min. ....... 6} 15 
PI ed ek Ba We we we 0,4 0,4 
CO,-Abspaltung wlin 30 Min. ...... 9) 12 








Nachdem die QO,-Aufnahme 20 Minuten bei py = 7,2 gedauert hatte, 
wurden 0,4 cem 3m Essigsiure-Acetat py = 4,2 in die Reaktionskammer 
pipettiert und nachdem das Gleichgewicht bei 25° erreicht war, wurden aus 


dem Adnex 0,4 ecem Anilincitrat (Edson, a. a. O.) hinzugesetzt. 


) 


Aus dem Versuch geht hervor, da8 bei der Dehydrierung 
jedenfalls nicht «-Oxyacetessigsiure gebildet wurde, da diese Saure 
wie Weil-Malherbe’) gezeigt hat, eine kraftige CO,-Entwicklung 
mit Anilin bei p,, = 4,2 ergibt, aber nur langsam decarboxyliert 
wird bei p,, = 4,2 und 25° ohne Anilin. Ob das primare Dehydrie- 
rungsprodukt Diketobuttersiure oder a-Keto-f-oxybuttersiure ist, 
kann auf der vorliegenden Grundlage nicht mit voller Sicherheit 
festgestellt werden. Es ist jedoch auch in bezug auf die Resultate 
der Versuche in vivo am wahrscheinlichsten, daB die beiden 
optisch aktiven Komponenten unter Aufnahme von '/, Mol O, pro 
Molekiil abgebaut und dabei zu a@-Keto-f-oxybuttersiiure oxydiert 
werden. 
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In bezug auf die Lage des Redoxpotentiales hat es sich 
beim Thunberg-Versuch gezeigt, daB Alizarinblau (E‘(p, = 7] 
= + 0,172 Volt) und positivere Indicatoren vollstandig entfiri; 
werden, wahrend Phenosafranin (KE) (p,, = 7) = + 0,252 Volt) uni 
negativere Indicatoren nur teilweise entfairbt werden. 


Zusammenfassung 


Mittels Thunberg- und Warburg-Technik ist gezeigt worden, 
dab d,l-Erythrodioxybuttersiure ein ausgezeichneter Wasserstofi. 
donator ist und bedeutend besser als die d,l-Threo-dioxybuttersiure, 
Dab Weil-Malherbe’) zu einem entgegengesetzten Resultat ge. 
kommen ist, hat seine Ursache vermutlich darin, daB seinef 
Praparate nicht rein waren. 

Das py, -Optimum der Erythro- a Ep 
liegt um p, = 7,5 (Thunberg-Versuch). 

Die Michaolis- Konstante ist etwa 0,02m (Warburg-Ver. 
such). Das Enzym, das die Dehydrierung der d,l-Erythro-dioxy- 
butterséure bewirkt, ist weder mit der Milchsiure- noch mit de: 
3-Oxybuttersiuredehydrogenase identisch. 

Das primaire Dehydrierungsprodukt ist Diketobuttersiure oder 
am wahrscheinlichsten e-Keto-f-oxybuttersiure. 

Das Redoxpotential des Dehydrierungsprozesses liegt wif 
etwa + 0,200 Volt. 
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Uber die Hydrierung ungesadttigter Stoffe im Tierkérper 
(Biochemische Hydrierungen VII) 


Von 


F. G. Fischer und H.-J. Bielig*) 


Sus den Chemischen Laboratorien der Universitaten Freiburg i. Br. und Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1940) 


iF 


Friihere Untersuchungen!~>) haben in Hefepilzen und Bak- 
terien die Wirkung von Athylen-Hydrasen aufgezeigt, welche Was- 
serstoff an die «,f-stindige Doppelbindung von ungesittigten pri- 
miren Alkoholen, Aldehyden, Ketonen und Ketoséuren anzulagern 
vermégen. LaBt sich eine solche Absattigung von Athylen- 
Verbindungen als allgemeinere Reaktion auch im tierischen Stoff- 
wechsel unmittelbar nachweisen ? 

Es ist zu erwarten, daB die Schwierigkeiten gréBer sein werden als bei 
einer Untersuchung der Wirkung von Mikroorganismen. Bei Zufuhr zell- 
vertrauter Stoffe wird Speicherung oder vdélliger oxydativer Abbau den Nach- 
weis einer solechen Veraénderung erschweren; hier erlaubt nur die in letzter 
Zeit méglich gewordene Verwendung von Substanzen, die durch Einbau der 
selteneren Isotope gekennzeichnet sind, tiefere Einblicke. Auch bei Priifung 
zellfremder Stoffe tritt der oxydative Abbau beim Tier meistens starker in 
Erscheinung als bei Mikroorganismen. Dazu kommen noch die starken Be- 
schrankungen in der Auswahl der zu priifenden Stoffe, die durch etwaige 
toxische Wirkungen oder durch eine allzu schnelle |Ausscheidung nach der 
Paarung mit Glucuronsaure oder Schwefelséure bedingt werden. 


Aus den genannten Griinden ist es verstandlich, wenn die 
mannigfaltigen Reduktionsvorginge, welche im tierischen Stoff- 
wechsel anzunehmen sind — Knoop®) und Dakin’) haben zuerst 

*) Diss. H.-J. Bielig, Wirzburg 1939. 

') F. G. Fischer u. O. Wiedemann, Liebigs Ann. 513, 260 (1934). 
*) F. G. Fischer u. O. Wiedemann, Liebigs Ann. 520, 52 (1935). 

') F. G. Fischer u. O. Wiedemann, Liebigs Ann. 522, 1 (1936). 
‘) F. G. Fischer u. W. Robertson, Liebigs Ann. 529, 84 (1937). 


5) F. G. Fischer u. H. Eysenbach, Liebigs Ann. 529, 87 (1937). 
*) F. Knoop, Biochem. Z. 127, 200 (1922). 


) 
’) H. D. Dakin, Oxidations and Reductions in the animal body. London 
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nachdriicklich auf ihre Bedeutung hingewiesen — an zugefiihrtey 
Stoffen nur ausnahmsweise erkennbar werden. 

Die Reduktion einer Carbonyl-Gruppe ist jedoch schon 
1901 von Neubauer’) nach Verfiitterung aliphatischer und aro. 
matischer Ketone nachgewiesen und von Thierfelder un 
Daiber®) am Beispiel des Acetophenons (I), das zu einem Dritte| 
als Phenyl-methyl-carbinol (Ia) ausgeschieden wird, naher unter. 


sucht worden. Weitere Falle der Reduktion einer Keto-Grupp § 
stellen die Umwandlungen von Campher-chinon (IJ) in 2-Oxy-epi- f 


campher (IIa) und 3-Oxy-campher (IIb) im Hund?®) und dic 
einiger Ketosiuren in die entsprechenden Oxysiuren, wie vor 
Phenylglyoxylsaiure (IIT) in |-Mandelsaéure (IIIa)?"), von Phenyl. 
brenztraubenséure (IV) in Phenylmilchséure ([Va)!2) und von 
Furoyl-essigsiure (V) in 6-Oxy-furanpropionsiure (Va) 14). 


(I) C,H,-CO-CH, (Ia) C,H,-CHOH-CH, 
“~Txc=0 ~ ie ‘\c=0 
(II) | ++ | (IIa) | tH (Ib) . 
eas e=0 _—=0 -<NoH 
(III) C,H,-CO-COOH (fla) C,H,-CHOH-COOH 
(IV) C,H,-CH,-CO-COOH (IVa) C,H,-CH,-CHOH-COOH 
(V) C,H,0-CO-CH,-COOH (Va) (C,H,O-CHOH-CH,-COOH 


Auch bei Gallensiiuren und Sterinen sind schlieBlich Reduk- 
tionen von Carbonyl- zu Hydroxyl-Gruppen beobachtet worden, 
die weiter unten noch naihere Erwahnung finden. 

Wenn eine Keto-Gruppe iiber die Alkoholstufe hinaus bis zur 
Methylengruppe reduziert wird, wie im Falle der von Knoop ge- 
fundenen) und von Thierfelder und Schempp”) auch am 
Menschen bestiatigten Ausscheidung von Phenylessigsiiure (VIa 
nach Gaben von Benzoyl-propionsiure (VI), so laBt sich vermuten, 
da8 diese Umwandlung auch die Hydrierung einer Athylen- 
bindung umfaBt; nimlich jener der Benzalpropionsaure, die durc) 
Abspaltung von Wasser aus der Oxysiure sich bilden kénnte 


) O. Neubauer, Arch. f. exper. Path. 46, 133, 145 (1901). 
) K. Thierfelder u. F. Daiber, Diese Z. 130, 380 (1923). 

) F. Reinartz u. W. Zanke, Ber. chem. Ges. 67, 548 (1934). 
11) QO. Neubauer, Habilitationsschrift. Leipzig 1908. 
) 
) 
) 
) 


A. Suwa, Diese Z. 72, 113 (1911). 

T. Sasaki, Biochem. Z. 25, 272 (1910). 

F. Knocp, Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1905). 

K. Thierfelder u. E. Schempp, Pfliigers Arch. 167, 280 (1917). 
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Uber die Hydrierung ungesittigter Stoffe im Tierkérper 


TE 


~ 


Als erster, sicherer Nachweis einer solchen Athylenhydrierung 
ist jedenfalls die Beobachtung von Knoop und Oeser '*) zu werten, 
daB nach Verfiitterung von Benzallavulinsiure (VII) an einen Hund 
kleine Mengen von Phenyl-«-oxybuttersiure (VIIa) ausgeschieden 


werden. 


(VI) C,H;-CO-CH,-CH,-COOH 
CH-CO-CH,-CH,:-COOH 
(VII) 
Auf ein weiteres, schénes Beispiel der Athylenhydrierung, 
welches von R. Kuhn, F. Koehler und L. Koehler?’) beim 


(Via) C,H,-CH,-COOH 
C,H,-CH,-CH,-CHOH-COOH. 
(Vila) 


‘$tudium der Methyloxydation im Tierk6rper bald nach Auffindung 
der Absittigung von Olefinen durch Hefe aufgeklart wurde, wird 
weiter unten eingegangen. 


IT. 


[m Laufe unserer, im AnschluB an die zymochemischen Hy- 


‘drierungen mit Hefe und Bakterien durchgefiihrten Versuche zeigte 


es sich bald, daB ungesattigte aromatisch-aliphatische und 


‘hydroaromatisch-aliphatische Ketone einige geeignete Bei- 
picle zam Nachweis der Hydrierung von Athylenbindungen im 
tierischen Organismus boten. 


Als Versuchstiere dienten Kaninchen. Die zu priifenden Stoffe wurden 


‘neistens mit Hilfe einer Schlundsonde verfiittert, zum Teil auch in die Ober- 
achenkelmuskulatur eingespritzt. Zur Gewinnung der ausgeschiedenen Um- 
-wandlungsprodukte wurde in fast allen Versuchen der Harn erschépfend mit 
‘Ather ausgezogen. Wie in einigen Fallen besonders festgestellt wurde, lagen 
| sowohl die gsauren wie die nicht sauren Anteile in der Hauptmenge als gepaarte 
'Verbindungen vor und gingen erst nach einer Spaltung in die Atherschicht. 
Nach Trennung der ausgezogenen Stoffgemische in saure und neutrale Anteile 


wurden diese weiter in carbonsaure und phenolische, jene nach dem Verfahren 
yon Girard in ketonische und nichtketonische Fraktionen geschieden und 


‘dann meistens durch Destillation gereinigt. 


Benzal-aceton (VIII) konnte ohne wahrnehmbare schadliche 


/Wirkung den Kaninchen in tiaglichen Gaben von 1—3 g verfiittert 
werden. Verdauungsstérungen und ernstere, bei der Sektion sicht- 
bare Schidigungen der Magen- und Darmschleimhaute traten nur 


bei tiiglichen Gaben von 5 g im Laufe von mehreren Tagen ein. 
Nach Zufuhr von insgesamt 18 g des ungesattigten Ketons 


‘wurden in einem Versuch aus dem Harn der Versuchstiere neben 
weniger als 1 g des sekundiren Olefinalkohols (VIII[b) (Benzal- 


'6) F. Knoop u. R. Oeser, Diese Z. 89, 141 (1914). 
“) R. Kuhn, F. Koehler u. L. Koehler, Diese Z. 242, 171 (1936). 
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dimethylearbinol) 5,2 g¢ reines B-Phenathyl-methy]-cay. 
binol (VIIIa) isoliert. Der gesiittigte Alkohol ist optisch akti 
((a|°° =-+ 6,60°). AuBerdem lieBen sich aus den neutralen Anteily 
1,2 g einer hodher siedenden, dickfliissigen Fraktion erhalten, (j 
ebenfalls rechtsdrehend ist, beim Erhitzen zum Teil Wasser 3), 
spaltet, weder Keton- noch Phenolreaktionen gibt und nach de 
Ergebnissen der Analyse als Dioxy-phenylbutan anzusprechen is, 
Die wahrscheinlichste Konstitution des Diols ist die eines 2,4-])j. 


oxy-4-phenylbutans (VIIIc); seine Bildung wiirde, auBer des 
Reduktion des Carbonyls, eine Wasseranlagerung an die Doppedff 


bindung (oder wahrscheinlich eine 6-Oxydation der Methylengrupy 
nach erfolgter Hydrierung) einbeziehen und dem von Dakin" 
beschriebenen Ubergang von Zimtsiure in p-Oxyphenyl-propio: 
siure entsprechen. 

(VIII) C,H;-CH=CH-CO-CH, — (VIIa) C,H;-CH,-CH,-CHOH-CH, 
(VIIIb) C,H;-;CH=CH-CHOH-CH, (VIIIc) C,H,-CHOH-CH,-CHOH-CE 


Die sauren Anteile enthielten nur Spuren von Phenolen wif 
bestanden fast ausschlieBlich aus Benzoesaure, die iibrigens aude 


bei den im folgenden genannten Ketonen die Hauptmenge de 
ausgeschiedenen Séuren ausmacht*). 


Aus einem Versuch mit 17 g Benzal-methyl-athylketo 


(IX) wurden in entsprechender Weise 4,1 g rechtsdrehends 


f-Phenithyl-athyl-carbinol (IXa), [«][* =+ 8,3°, erhaltenRs 
Auch lier ast also der gesdttigte sekunddére Alkohol Hauptproduli 


unter den ausgeschiedenen Stoffen. 
Das ungesattigte Carbinol war ebensowenig wie eine neutral 


Dioxy-Verbindung aufzufinden. Dagegen lie8 sich in kleiner Meng 


(0,12 g) ein gesittigtes Ketophenol vom Schmelzp. 86—87° isolierer, 


das mit Diazobenzol-sulfosiure zu einem intensiv gelben Farbstoif 


kuppelte und ein gelbes Phenylhydrazon vom Schmelzp. 115—11i 

heferte. 

(IX) C,H,-CH=CH-CO-CH,-CH, (IXa) C,H,-CH,-CH,-CHOH-CH,-CH 
(IXb) pHO-C,H,-CH,-CH,-CO-CH,-CH, 


18) H. D. Dakin, J. Biol. Chem. (Am.) 4, 419; 5, 503 (1908). 

*) Es wurde nach Verfiitterung der Versuchsstoffe éfters beobachtet, da! 
Benzoesdure in viel gréBeren Mengen ausgeschieden wird als im Harn Vv! 
Tieren, deren Nahrung keine Zusiatze enthielt, und zwar auch bei Versuche!. 
in welchen diese Saure nicht aus den verfiitterten Substanzen stammen konntt 
(z. B. Geraniol, f-Jonon). Man mu daher annehmen, dafB diese Mehrav® 
scheidung auf irgendwelche Beeinflussungen des normalen Stoffwechsels dur’! 
den Fremdstoff zuriickgeht. Vgl. auch FuBnote 26. 
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erhalten Bystems von Doppelbindungen. 


Mekundiren Alkohols gewonnen. 
durch 
enen 6-Phenyl-hexen(5)-ol-(2) (XTIa). 


an die a,f-stdéndige 
dis konjugierte System angelagert. 


Uber die Hydrierung ungesiittigter Stoffe im Tierkérper 77 
Da aus Cinnamal-aceton (XI), wie weiter unten erwahnt wird, 
ign analoges Phenolketon entsteht, dessen oxydativer Abbau den 
Beweis fiir die Para-Stellung des phenolischen Hydroxyls lieferte, 
Bht sich annehmen, daB hier das noch unbekannte p-Oxy-/-phen- 
Athyl-athvlketon ([Xb) vorliegt. 
Zu einem Konstitutionsbeweis durch Oxydation geniigte die Substanz- 
‘menge nicht. Der Versuch einer Synthese durch alkalische Kondensation von 
Oxybe nzaldehyd mit Methylithylketon gelingt infolge der Phenoleigen- 
Pechaften der Aldehydkomponente nicht; und die saure Kondensation fiihrt 
‘m einer Reaktion des Aldehyds mit der Methylengruppe des Ketons. 
Wesentlich anders als die beiden genannten Ketone verhielt 
igich das dem Benzalaceton isomere fliissige Athylidenaceto- 
phenon (X). Schon bei sehr kleinen Gaben traten bei den Ver- 


(X) C,H,-CO-CH=CH-CH, (Xa) C,H,-CHOH-CH=CH-CH, 
guchstieren schwere Vergiftungserscheinungen auf, die in Gleich- 


 gewichtsstérungen sich éuBerten und nach der vierten Verabreichung 


you 1 cem taglich, den Tod herbeifiihrten. Im Harn, der zum 
gobten Teil aus der Blase gewonnen werden mute, fand sich 
nur das ungesittigte 
Phenyl-propenyl-carbinol (Xa) (zusammen 0,15 g). 

Bei den Versuchen mit dem zweifach ungesattigten Cinnamal- 
aceton (XI) interessierte besonders das Verhalten des konjugierten 
Dieser Stoff laBt sich als feine, 
Wibrige Suspension ohne Schadigung der Versuchstiere lingere Zeit 
elbst in Dosen von 5 g taglich verabreichen; es wird zu 20°/, in 


Form hydrierter Produkte im Harn wiedergefunden. 


Aus 25 g¢@ des bei einer Versuchsreihe verfiitterten Ketons 
wurden in der Neutralfraktion neben 0,4 g unveranderter Sub- 
‘stanz 0,9 g des rechtsdrehenden, nur noch einfach ungesittigten 
Er ist identisch mit dem schon 
Kinwirkung gérender Hefe? %) auf Cinnamal-aceton erhal- 


Der Wasserstoff wird also, auper an die Carbonylgruppe, nur 
Athylenbindung und nicht etwa endstdndig an 
Destillation 


Nach Abtrennung des Phenylhexenols durch 


Murden noch 1,1 g einer héhersiedenden, polarisiertes Licht rechts- 
i@rchenden alkoholischen Komponente isoliert, die nach ihren Kigen- 
Achatten als Diol anzusprechen war, also eine ahnliche Fraktion 
darst 


Wvtische Hydrierung zeigte eine Doppelbindung an; 


ellte, wie sie auch aus Benzal-aceton gebildet wird. Die kata- 


die Reindar- 
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stellung dieses Dioxyphenylhexens gelang jedoch nicht, da be; 
wiederholter Destillation Wasserabspaltung eintrat unter Bildung 
von Cinnamal-dimethyl-carbinol (XIc). In der Formulie. 
rung (XIb) ist daher die Annahme der Wasseranlagerung an die 
a,3-Doppelbindung willkiirlich. 

(XI) C,H,-CH=CH-CH=CH-CO-CH, 

(XIa) C,H,-CH=CH-CH,-CH,-CHOH-CH, 

(XIb) C,H,-CH=CH-CHOH-CH,-CHOH-CH, 

(XIc) C,H,-CH=CH-CH=CH-CHOH-CH, 

(XId) pHO-C,H,-CH=CH-CH,-CH,-CHOH-CH, 

(XIe) pHO-C,H,-CH=CH-CH,-CH,-CO-CH, 


Die Hauptmenge der aus Cinnamal-aceton entstandenen Stoife 
besteht jedoch nicht aus neutralen, sondern aus phenolischen 
Anteilen. Diese lassen sich nach Girard trennen in 4,4 ¢ eines 
einfach ungesattigten Carbinols und 1,6 g eines ebenfalls einfach 
ungesattigten, entsprechenden Ketons. Der Phenolalkohol schmilzt 
bei 103—104° und ist rechtsdrehend (|«|}° =-+ 9,70°); das Phenol- 
keton schmilzt bei 69—70°, sein Semicarbazon bei 169—170°. Durch 
Ozonisation und katalytische Hydrierung des Ozonids liefern beide 
Stoffe als aromatisches Spaltstiick nur p-Oxybenzaldehvd 
(50°/, d. Th., Schmelzp. und Mischschmelzp. 113—114°). 

Die nach den Umwandlungen des Cinnamal-acetons am Kanin- 
chenkérper noch verbliebene Athylenbindung liegt also zum Benzolkern 
konjugiert; es zeigt sich auch bei diesen phenolischen Reaktionspro- 
dukten mit aller Schdrfe, dafi die biochemische Hydrierung nur dv 
zum Carbonyl «,p-stdindige Doppelbindung erfapt hat. Den beiden 
Phenolen kommt die Konstitution der bisher noch nicht beschrie- 
benen 6-(p-Oxyphenyl)-hexen-(5)-ol-(2) (XId), bzw. 6- 
(p-Oxyphenyl)-hexen-(5)-on-(2) (XIe) zu. 

Wie auf Grund der Erfahrungen von Friedmann und Mai") 
mit Cinnamal-essigsiure zu erwarten war, enthalt die Carbon- 
siurefraktion nur Benzoesiure. Selbst p-Oxybenzoesiure, die 
sich aus den phenolischen Derivaten hatte bilden k6énnen, wat 
nicht nachzuweisen. Die Phenole werden wohl zu schnell gepaat' 
und ausgeschieden, als da sie weiter oxydiert werden kénntet. 

Die Phenolisierung des aromatischen Kernes stellt bekannilich 
eine bei vielen Benzol- und auch Pyridinderivaten schon _beob- 
achtete, die Wasserléslichkeit der entsprechenden Stoffe erhéhente 





18) E. Friedmann u. H. Mai, Biochem. Z. 242, 282 (1931). 
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Uber die Hydrierung ungesiittigter Stoffe im Tierkérper 19 


eigentumliche Oxydationsreaktion dar. Ks ist bemerkenswert, daB 
sie beim Cinnamal-aceton in weit héherem Mafe eintritt als beim 
niederen homologen Benzal-methylathylketon. 

Von hydroaromatischen Terpenketonen, deren Ver- 
halten besondere Aufmerksamkeit verdiente auf Grund ihres natiir- 
lichen Vorkommens, wurden Carvon und f-Jonon herangezogen. 

Carvon (XII) wirkt indessen so stark giftig auf Kaninchen 
tigliche Dosen von 1 g sind bereits letal), dai seine Verwendung 
nicht méglich ist?°). 


CH, CH, CH, 
| / 
A ~C=0 ~~ __CH=CH:CO-CH, 
(xf (XII) | | 
| | i 
No N77 CH 
cS 
ae 
H.C CH, 


f-Jonon (XIII) hingegen wird auch in gréBeren Gaben gut 
vertragen und eignet sich als Modellsubstanz fiir die Untersuchung 
des Schicksals cyclischer Terpene im Tierk6rper?*). 

Aus den geschilderten Versuchsergebnissen la8t sich erkennen, 
dah die Ketonanteile, welche dem oxydativen Abbau entgehen, in 
der Hauptmenge als Carbinole ausgeschveden werden, die evne 


| dthylenbindung abgesattigt haben (Benzal-aceton und Benzal-methy]- 


ithylketon). Die Keto-Gruppe findet sich in emem gréBeren Anteil 
unveréndert vor nur, wenn eine partielle Oxydation der Substanz 
miter Hydroxylierung des Benzolkerns oder einer Methylgruppe 
eingetreten und offenbar dadurch eine schnellere Ausscheidung 
wustande gekommen ist (wie bei Cinnamal-aceton und -Jonon). 

Tne entstehenden Alkohole sind stets optisch aktww, und zwar 
lurchweg rechtsdrehend. Ber. der Reduktion von Ketonen durch 
jarende Hefe bildet sich bevorzugt die gleiche rdumliche Anordnung, 
da ebenfalls rechtsdrehende Carbinole erhalten werden?). 

Auch die Hydrierung der Athylenbindung verléiuft im Hefepilz 
unl am Tierkérper sterisch am gleichen Sinne, wie im folgenden 
Abschnitt erwahnt wird. 

Da neben den gesattigten sekundéren Alkoholen in einigen 
Fallen (z. B. nach Verfiitterung von Cinnamal-aceton) gesittigte 


**”) Schon Hildebrandt hatte auf die toxische Wirkung von Carvon 
dulmerksam gemacht. Diese Z. 36, 441 (1902). 
*') Vgl. die nachfolgend abgedruckte Untersuchung von H.-J. Bielig 
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Ketone und in anderen (z. B. bei Benzal-aceton) auch die \y.f 
gesittigten Carbinole ausgeschieden werden, laBt sich folgern, dai 


auch im Tierkérper, wie bei Girungshydrierungen, Carbonyl- nj 


Athylenreduktion voneinander unabhingig verlaufen. Die relative, 
Hydrierungsgeschwindigkeiten beider Gruppen scheinen je nacif 
dem Stoff verschieden sein zu kénnen, wie aus dem Vergleich def 


Ergebnisse etwa mit Benzal-aceton bzw. Athyliden-acetopheno 
hervorgeht. 


Sehr bemerkenswert ist, dab die Hydrierung eines konjugiertern§ 


Systems von Doppelbindungen (im Cinnamal-aceton) ausschliefilic 


in a,b-Stellung zum Carbonyl erfolgt. Das entspricht den Erfal.[— 


rungen, die bei Garungshydrierungen gemacht worden sind. 


ITT. 


Im Gegensatz zu den Ketonen haben sich Olefinalkohok® 


und -aldehyde fiir unseren Zweck im allgemeinen als recht wu 
geeignet erwiesen. Der oxydative Abbau herrscht meistens zu selr 
vor, als daB sich stattgefundene Hydrierungen erkennen liefen, 

Von Vertretern der aromatischen Reihe war bisher unsere 
Wissens nach nur Zimtaldehyd auf sein Verhalten im Tierkérpa 


geprift worden’): er wird hauptsichlich als Hippursiure, danebef 


in kleinen Mengen als gepaarte Zimtséure im Harn ausgeschieden, 
Kine merkliche Verzégerung des Abbaues lieB sich gegeniiber deu 
Aldehyd beim Zimtalkohol (XIV) erhoffen. Besonders nace! 
einer plétzlichen ,,Uberschwemmung‘‘ des Organismus  durd 
ordBere Gaben kénnte am ehesten ein Erscheinen des hydrierte: 
Alkohols oder der hydrierten Saure im Harn erwartet werden 
Zimtalkohol wird aber, so wie Zimtaldehyd?*), in Tagesmenget 
iiber 5 g nicht vertragen; bei den auftretenden Symptomen steha 
Lahmungserscheinungen im Vordergrund. 

Nach taglichen Gaben von 3—4 g bestand die Hauptmeng! 
der ausgeschiedenen Substanzen aus Séuren (21,2 ¢ aus 31,3! 
Alkohol). Die dickfliissigen neutralen Anteile (1,4 g) spalteten ba 
der Vakuumdestillation Wasser ab und gaben eine Fraktion, di 
nach den Werten der Analyse, Lichtbrechung und Hydrierung sel! 
wahrscheinlich aus einem Gemisch von Zimtalkohol mit etwa 
Hydrozimtalkohol (XIVa) bestand. Méglicherweise hat auc! 
hier, wie bei Benzal- und Cinnamal-aceton und entsprechend de! 
Feststellungen von Dakin?’) an der Zimtsiure, zunichst 1! 
Kaninchenkérper eine Umwandlung des Zimtalkohols — statt 
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ete _ versuchten, durch Fiitterung gréBerer Mengen Zimtsaiure (XV) 
| (4g taglich als Ammoniumsalz) auch eine etwaige Bildung von 
' Hydrozimtséure festzustellen. Nach Zufuhr von 25 g Saéure waren 
'im Harn 22,5 g saure Substanzen enthalten, hauptsichlich aus 

_._[e Benzoesdure bestehend, neben geringen phenolischen Anteilen. 
erkérpae mie yo " ; 

| Durch Destillation mit Wasserdampf wurden 50 mg einer typisch 

lal 3 nach Hydrozimtsaure (XVa) riechenden, gesattigten, _Oligen 

| Sdure erhalten, die sich jedoch nicht sicher kennzeichnen lieB, da 


as al | eine geringe Beimengung von Benzoesaure nicht abzutrennen war. 
TS aC 


Fee: | Hydrierung vorhanden waren, fehlten diese bei «-Athylzimt- 
palkohol (XVI) und «-Athyl-zimtaldehyd (XVIa) ganz. Bei 
‘diesen Stoffen wurde im Harn nur «-A thylzimtsiure (XVIb) 
' nachgewiesen zu 80 bzw. 338°/, der verfiitterten Menge, entsprechend 
| den Erfahrungen von Kuhn und Livada??). 


(XV1) C,H,-CH=C:-(C,H;)-CH,OH 
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sefunden, die formal als Wasseranlagerung an die Doppelbindung 
aufzufassen ist, unter Bildung von Phenylpropyldiol (XIVb). 


(XIV) C,H,-CH=CH-CH,OH (XIVa) C,H,-CH,-CH,-CH,OH — 
(XIVb) C,H;-CHOH-CH,-CH,OH 
(XV) C,H,-CH=CH-COOH (XVa) C,H,-CH,-CH,-COOH 


Die Saurefraktion stellte ein Gemisch aus 35°/, Benzoesaéure 
und 65°/, Zimtséiure dar. Hydrozimtsaure (XVa) war zwar am 
charakteristischen Geruch eindeutig zu erkennen, doch infolge ihrer 
ceringen Menge nicht rein abzusondern. 

His ist bemerkenswert, daB die im Organismus gebildete Zimt- 
siure zum groBen Teil im Harn erscheint, wahrend verfiitterte 
Zimtsiure nahezu vollstandig zu Benzoeséiure oxydiert wird. Nach 
Dakin#45) sollen auBerdem in sehr kleinen Mengen Phenyl-f-oxy- 
propionsdéure und Phenyl-f-ketopropionsiaure gebildet werden. Wir 


Wiahrend bei Zimtalkohol und Zimtsiéure also Anzeichen einer 


(XVIa) C,H,-CH=C(C,H;)-CHO 
(XVIb) C,H,-CH=C:-(C,H,)-COOH 


Bei der Prifung ungesittigter Terpenalkohole und -alde- 


-lyde der eyclischen und aliphatischen Reihe war ein Zuriicktreten 
ides oxydativen Abbaues zu erwarten2® 23) und daher eher auch 
der Nachweis einer etwaigen Hydrierung. 


“*) R. Kuhn u. K. Livada, Diese Z. 220, 235 (1933). 
*8) K. Fromherz in Bethes Handbuch d. norm. u. path. Physiol. Berlin 


5, 996 ff. (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 266 6 
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In der cyclischen Reihe waren jedoch die leichter 2,. 
ginglichen, einfachen Stoffe so stark toxisch, daB Versuche mi 
oréBeren Mengen nicht durchgefiihrt werden konnten. 


Cyclohexen-(2)-ol-(1) (XVII) tétete in Mengen von 1:f 
das Versuchstier im Laufe von wenigen Stunden; sein Acetaif 
war nicht viel weniger toxisch™). A-4,6-Dihydro-o-tolyl.f 
alkohol®) (XVIII) wurde zwar in taglichen Gaben von 1 g einig: 
Tage lang vertragen; aus 12,2 g¢ verfiitterter Substanz waren abef 
nur 2,2 g, hauptsachlich aus nicht krystallisierenden, leicht ver.f 
harzenden Phenolen bestehende, saure Anteile zu_ erhalten. — 
Schwer verstandlich ist es, daB weder A-4,6-Dihydro-o-tolylsiur ff 
gefunden wurde, die nach Grundmann und Loew) nach Ve-f 
fiitterung zu etwa einem Drittel unverandert ausgeschieden wirl,— 
noch o-Tolylséure, die nach denselben Autoren durch Aromatisie f 


rung daraus zu 15°/, entsteht. 
“\S—OH ~~ \—CH,OH 
(XVII) | | (XVIII) | | 

iy, 


Lg CH; 


Uber die Umwandlung aliphatischer Terpene, wie Geranil > 
(XIX), Citral (XIXa) und Geraniumsiure (XIXb), im Tierkérpe—h 
ist schon seit 1902 naheres bekannt durch eine Untersuchung vo 
A. Hildebrandt 2’), in welcher die Bildung zweier Dicarbonsaureaft 
nachgewilesen wurde, die noch alle Kohlenstoffatome der genannta— 


Ursprungssubstanzen enthalten. Beim Studium der biochemischen 


Oxydation von Methylgruppen wies R. Kuhn mit K. Livada™.— 
und F. und L. Koehler?) nach, daB der sogenannten Hildebrandt.& 


Saure die Konstitution (XI Xc) zukommt, der zweiten optisch: 


aktiven Saure aber die eines Dihydro-Produktes (XIXd). Es finde 
also auBer den Oxydationsvorgingen eine Hydrierung der Doppel-& - 
bindung statt, die «,f-standig zur urspriinglich im Molekiil vorR — 
handenen Hydroxyl-, Carbonyl- oder Carboxylgruppe gelagert 1:,% 


wahrend die zweite ungesattigte Stelle unangegriffen bleibt. 


CH,-C=CH-CH,-CH,-C=CHCH,OH (XIXa)-CHO (XIXb) -COOHE 
| | . 


CH, (XIX) CH, 
24) K. Sato, Jap. J. med. Sci., Pharmacol. 3, 1 (1928), macht einig 


Angaben iiber die pharmakologische Wirksamkeit von Cyclohexanol und voy 


Cyclohexen. 


25) Erstmalig dargestellt von unserem verstorbenen Mitarbeiter H.-J. Ar 


dersen aus Dihydrotolyl-aldehyd. 
26) C. Grundmann u. |. Loew, Diese Z. 256, 141 (1938). 
*") H. Hildebrandt, Arch. f. exper. Path. (D.) 46, 261 (1902). 
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(XIXc) HOOC-C=CH-CH,:CH,-C=CH-COOH 
| | 


CH, CH, 
(XIXd) HOOC-C=—CH-CH,:CH,:CH-CH,:-COOH 

| | 

CH, CH, 

Wir haben mit Geraniol (XIX) ebenfalls mehrere Versuche 
durchgefiihrt, um eine weitere grundsatzliche Frage zu klaren: 
Sowohl nach den Erfahrungen von Kuhn und F. und L. Koehler 
als nach unseren, mehrfach wiederholten Beobachtungen kann das 
Verhaltnis von nichthydrierten zu hydrierten Ausscheidungspro- 


dukten, zB. von Hildebrandt-Saure zu Dihydro-Hildebrandt- 


Siure, in verschiedenen Fiitterungsversuchen stark schwanken; 
zuweilen fehlt die hydrierte Komponente vdllig?’). 
Mit f-Jonon wurde die Erfahrung gemacht, daB im Friihjahr, 


viel starker auftraten als im Herbst bei Heu- und Riibenfiitterung*). 
Es war daher die Moéglichkeit in Betracht zu ziehen, daB die 


Hydrierung eines mit der Nahrung aufgenommenen Stoffes vor der 


Resorption durch Bakterien geschieht. Athylenhydrierungen durch 


Ks wurden daher zur Umgehung des Magen-Darmkanals den 


Damit rst gesichert, dap die beobachteten 


Die Gesamtausbeute an Dicarbonsiuren (16°/, d. Th.) war 


| zwar im Injektionsversuch niedriger als in parallelen Fiitterungs- 
' versuchen (25—30°/), und das Verhaltnis der hydrierten zur nicht- 
-hydrierten Dicarbonsaéure betrug 1:2 gegen 2:1 bei Fiitterung. 
Die geringe Gesamtausbeute erklairt sich aber aus den relativ 


| *S) Zahlreiche Arbeiten von L. Mamoli u. Mitarbeiter. Vgl. z. B. Diese Z. 

| -61, 287 (1939). 

‘ **) Vgl. die Untersuchung der Bakterien vom Verdauungskanal des 
Hamsters durch A. Hopffe, Zbl. Bakter. usw. I 58, 290 (1911). Beim Kanin- 

chen ist uns keine bakteriologische Arbeit bekannt. 


S* 
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geringen Tagesdosen Geraniol, deren Zufuhr durch Injektion mé:. 
lich war, und aus der gegeniiber der Fiitterung wohl protrahierteraf 
Resorptionszeit. Denn es tritt nach vielfachen Erfahrungen, auc}. 
bei Verteilung einer verfiitterten Geraniolmenge auf langenf 
Zeiten, die vollstaéndige Verbrennung auf Kosten der ausgeschi-ff 
denen Produkte in den Vordergrund. Fiir die erwihnten Schwa). 
kungen in dem Verhaltnis von hydrierter zu nichthydrierter Siu 
fehlt bisher eine Erklirung. Die optische Aktivitaét der Dihydrof& 
Hildebrandt-Saure aus den Versuchen mit parenteral zugefiihrte, 
Geraniol ist dieselbe, wie die der Saure aus Fiitterungsversuche 
(|a}e? =+ 15°). Wenn bei den letzteren eine zusatzliche bakterielif 
Wirkung die Ursache der gréBeren Ausbeuten an hydrierter Siurfl g 
sein sollte, miBte man annehmen, daf die fraglichen Bakteriaf 2 
die gleiche optische Selektivitaét wie die tierische Zelle haben. Ff 
f 


Lassen sich die beim Geraniol erkannten Umsetzungen auc * 
bei den héheren Homologen Farnesol (XX) und Phytol (XXIf 
nachweisen? Beide Alkohole standen nur in kleinen Mengen zuf- 
Verfiigung (6,8 bzw. 6,7 g), die im Laufe von 4 Tagen je eineu— 
Kaninchen intramuskular injiziert wurden. Neutrale Stoffe wurdaff 
im Harn nicht ausgeschieden und auch die Sdurefraktionen ware, ? 
(nach dem Entfernen von Benzoesiure und von Phenolen) auferf 
ordentlich gering (um 150 mg). In beiden Fallen gelang ihre Kenn ™’ 
zeichnung nicht eindeutig, doch schien hauptsiachlich Farnesenf* 
sdiure (XXa) baw. Phytensaure (XXIa) darin enthalten zu sein 















(XX) CH,-C=CH-(CH,),-C=CH-(CH,),-C=CH -CH,OH (XXa) - -COOHEG 
bu, bu, CH, | 

(XXI) CH,-C-(CH,)3-C-(CH,),-C-(CH,);-C=CH -CH,OH (XXIa) --COOHE 
cH, cH, CH, CH, 


Die niedrigen Tagesdosen der Alkohole sind vielleicht ta‘ 
vollstiéndig oxydiert worden. Es ist aber auch moglich, dab all des 
phatische Terpene von gréBerer Kettenlinge starker als Monofiha 
terpene im Organismus gespeichert werden. 

Squalen (Cg sH5,) z. B. wird in der Rattenleber angehiautt 
ohne da8 ein Umwandlungsprodukt nachgewiesen werden kénnte*’ 
wihrend Dihydro-myrcen (C,,H,,) gréBtenteils als Hildebrand 
Saure im Harn ausgeschieden wird?’). 


30) H. J. Channon, Biochemic. J. (Brit.) 20, 400 (1926). 
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wn oa Btelle der w-staéndigen die f-standige Methylgruppe zum Carboxy] 
oxydiert worden wire. 
Geraniol ist unwahrscheinlich, da die Umwandlung in eine héher 
schmelzende Form nicht gelang. 
‘+ 5,4° um die Halfte geringer als die der Dihydro-Hildebrandt- 
Baiure aus Geraniol ([«]?* 
ih der Mitte. 


) - -COOE 
) - -( ‘008 


icht fas 
daB alt 
Is Mono 


igehautt 
onnte* 
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Pbrandt-Saure aus Geraniol. 
stitution (XXIIb), denn sie liefert beim oxydativen Abbau durch 
‘Ozon etwa die gleiche Menge Brenztraubenséure wie jene, jedoch 
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Es wird erforderlich sein, das Schicksal des Phytols, das auf 
Grund seines Vorkommens im Chlorophyll und als Seitenkette in 


‘den Vitaminen E und K_ besonders interessiert, mit gréBeren 
‘“Mengen zu verfolgen. 

Durch eingehende Priifung des Verhaltens von Citronellol 
(XXII) ) wurde schlieBlich die Frage untersucht, ob nicht auch die 
Hydrierung einer isolierten Athylenbindung sich beobachten laBt. 
Hildebrandt, der bereits das Verhalten dieses Alkohols im Tier- 


kérper studiert hat, konnte im Harn keme Umwandlungsprodukte 


| Bei unseren Versuchen wurde neben einer kleinen Menge 
‘unverinderten Citronellols eme Saurefraktion gewonnen (9,7 g aus 
§96¢ verfiittertem Alkohol), die eine fliissige Monocarbonsaure 
Beide 
fiuren waren rechtsdrehend und enthielten noch eine Doppel- 


rbindung wie die verfiitterte Ausgangssubstanz. Eine Hydrierung 


pder isoherten Bindung tritt also nicht ein. 


Die Dicarbonsaéure schmilzt auch nach mehrfacher Um- 
‘krystallisation bei 88—84° um 20° tiefer als Dihydro-Hilde- 


Sie besitzt aber dieselbe Kon- 


‘kein Aceton, wie es der Fall sein mi8te, wenn im Citronellol an 
Auch cis-trans-Isomerie mit der Saure aus 
Die spezifische Drehung ist mit 
==-+ 15°)1"); der Mischschmelzpunkt liegt 


Hochstwahrscheinlich stellt diese Saéure ein racemisches Ge- 


Musch dar (Konglomerat oder Mischkrystallisat), in dem weniger 
Mes rechtsdrehenden Antipoden enthalten ist als in der Dihydro- 
Biure aus Geraniol. 


(XXII) CH,-C=CH-CH,-CH,-CH-CH,-CH,OH 
CH, CH, 
(XXIIa) CH,-C=CH-CH,-CH,-CH-CH,:-COOH 
| | 
CH,OH CH, 
(XXIIb) CH,-C=CH-CH,-CH,:CH-CH,-COOH 


| | 
COOH CH, 
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Das verfiitterte Citronellol hatte eine spezifische Drehung voy 
+ 0,82®. Die Hydrierung im Tierkoérper fiihrt offensichtlich 2) 
einer konfigurativ einheitlicheren Substanz. Die Wasserstoft. 
anlagerung durch Hefe verliuft iibrigens bevorzugt im gleichey 
Sinne. Aus Geraniol sind in Garversuchen schon Citronellolpri. 


parate mit [a]p =-+ 6° erhalten worden*}). 


Die Monocarbonsaure C,),H,,0, gibt keine Carbonylreak- 
tionen; sie enthalt den dritten Sauerstoff in einem Hydroxy! nacet; 
Formel (XXIIa) (2,6-Dimethyl-hexen-(2)-1-oxy-7-mono- 


carbonsaéure), da sie beim Abbau durch Ozonisation als kleiner 
Spaltstiicke Oxy-aceton und Brenztraubensiure liefert. 


Sie ist wohl als eine (bei aliphatischen Stoffen bisher noch 


nicht nachgewiesene) 24) Zwischenstufe auf dem Wege zur Bildung 


der Dicarbonséure aufzufassen?’) und zeigt, daB diese Oxydation 
durch eine Hydroxylierung der @-stindigen Methylgruppe ein- 
geleitet wird. Der erste Schritt der Methyloxydation ist offenbar 
der Phenolisierung von Kernen mit aromatischen Ejigenschafter 
analog. 

IV. 

Verschiedene Erwagungen fiihren zu der Annahme, da die 
Hydrierung der Athylenbindung einer der reduzierenden Gruni- 
vorginge des Stoffwechsels ist. Vermutlich wirkt sie z. B. an den 
tiefgreifenden Reduktionen mit, die beim Aufbau der Fette oder 
vieler anderer aliphatischer und cyclischer Stoffe aus Kohlen- 
hydraten vor sich gehen. Es ist weiterhin 6fters darauf hin- 
gewiesen worden, daB es zahlreiche Stoffpaare gleicher Konstitution 
gibt, sowohl pflanzlichen wie tierischen Ursprungs, die sich lediglicl 
durch den Gehalt zweier kohlenstoffgebundener Wasserstoffatome 
unterscheiden, also im Verhaltnis von Athan zu Athylen zueinande! 
stehen. 

Innerhalb der Gruppe steroider Hormone z. B. ist di 
wechselseitige genetische Verkniipfung mehrerer Vertreter (aube! 
durch Oxydoreduktion von Carbonyl-Hydroxylgruppen) durch A!- 
sittigang von Athylenbindungen klar ersichtlich und schon dfter 
bei Betrachtungen iiber die Biogenese dieser Stoffe und der 1 
Harn ausgeschiedenen Steroide angenommen worden®?: 3%), 


31) H. Eysenbach, Enzymatische Hydrierung ungesattigter Verbin- 
dungen. Dissertation Freiburg i. Br. 1937. 

82) K. Tscherning, Z. angew. Chem. 49, 11 (1936). 

33) R. E. Marker, J. Amer. Chem. Soc. 60, 1725 (1938); 61, 1287 (1939 
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Verschiedene Beobachtungen lassen folgern, daB das Gelb- 
korperhormon Progesteron zum gréBten Teil als Glucuronid des 
Pregnandiols ausgeschieden wird*); weiterhin waren z. B. Andro- 
stendion und Testosteron als Muttersubstanzen von epi-Atiocholan- 
diol und Androsteron zu betrachten. 

Die Wahrscheinlichkeit dieser angenommenen Ubergiinge ge- 
winnt stark durch den in der vorliegenden Arbeit gefiihrten experi- 
mentellen Nachweis, da8 ungesattigte Ketone im Tierkérper tat- 
sichlich hydriert werden. 

Fiir die Fragen nach dem Chemismus der Biogenese von Natur- 
stoffen wird es von groBbem Interesse sein, ob die an den bisher 
untersuchten Beispielen gefundene Beschrinkung der Hydrierung 
auf Doppelbindungen, die zu einem Carboxyl, Carbonyl oder Hydr- 
oxyl «,f-stindig sind, bestehen bleibt oder Erweiterungen erfahren 
wird. 

Der direkte Ubergang von ungesattigten Fettsauren in 
sesittigte z. B. wiirde, da bekanntlich bei allen héheren Olefin- 
siuren des tierischen Organismus die carboxyltragende Molekiil- 
halfte stets geséttigt ist, eine Hydrierung von Doppelbindungen 
bedeuten, die durch mindestens 8 C-Atome von der charakteristi- 
schen Gruppe getrennt sind. Eine gegenseitige Umwandlung von 
sesittigten und ungesattigten Fettsiuren ist zwar mit Hilfe der 
Markierung durch Deuterium festgestellt worden: Nach Ver- 
fiitterung von Deutero-stearinséure an Mause laBt sich auch in der 
Fraktion der ungeséttigten Sauren ein Deuteriumgehalt nach- 
weisen®), und nach Verabreichung deuteriumhaltiger, ungesattigter 
Sduren findet man D auch in gesattigten Sauren gebunden*). Doch 
wird durch diese Feststellungen nicht ausgeschlossen, und es er- 
scheint (auch aus anderen Erwaégungen heraus) durchaus mdglich, 
daB der umkehrbare Ubergang von ungesittigten in gesiattigte 
Siuren nicht eine einfache Addition bzw. Abspaltung von Wasser- 
stoff darstellt, sondern daB er eine Folge von Abbau- und Wieder- 
aufbauvorgingen voraussetzt, daB also die Anderung des Wasser- 
stoffgehaltes nicht ohne Spaltung und nachfolgende Synthese 
erfolaen kann. Bei einem solechen Umbau ware es mdoglich, daB 
Hydrierungen nur an Doppelbindungen erfolgen, die «,f-stindig 


34) Literatur bei U. Westphal, Naturw. 28, 465 (1940). 

35) R. Schoenheimer u. D. Rittenberg, J. of Biol. Chem. (Am.) 118, 
D105 (1936). 

36) D. Rittenberg u. R. Schoenheimer, J. of Biol. Chem. (Am.) 114, 
381 (1936). 
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stehen zu einer charakteristischen Gruppe, etwa zu einem Carbony], [Rguse: 


iibereinstimmend mit den bisherigen Erfahrungen. ipepa 
und 

Beschreibung der Versuche & 

ach 

I. Verabreichung der Substanzen*) perhit: 

Die Verabreichung der Substanzen an die Versuchstiere (mannliche oder BES” 
weibliche Kaninchen von 1500—4000 g Gewicht) erfolgte entweder mit der JR#"* 
Schlundsonde oder durch intramuskulire Injektion. Injiziert wurden nur IR’ 
fliissige Substanzen, und zwar abwechselnd in die rechte und linke Ober. Jge"¢ | 
schenkelmuskulatur der Versuchstiere. Die Fiitterung erfolgte je nach dem (Rt 
pereit 


Aggregatzustand der Stoffe in verschiedener Weise: Flissige Verbindungen 
wurden unverdiinnt eingefl6Bt und mit einigen Kubikzentimetern 20°/,igem 
Alkohol nachgespiilt; feste Kérper wurden, wie bei den einzelnen Substanzen 
angegeben, entweder in Olivenél gelést und dann mit Wasser emulgiert oder 
aber sehr fein zerrieben und in Wasser suspendiert. Saéuren waren vor der 
Verabreichung durch genaue Neutralisation mit der berechneten Menge Lauge 
in ihre Salze tbergefiihrt worden. 

Je nach der Vertraglichkeit der Stoffe konnten taglich 1—2mal 1—5: & 
oder cem pro Tier eingegeben werden. Die Kaninchen erhielten vor und JRpach 


oder 


surrey 


wahrend den einzelnen Versuchen Riiben und Heu oder Gras als Futter. 0,0 
pwec 

II. Aufarbeitung des Harns _ 

Der Harn wurde taglich aus den Glasern der Stoffwechselkafige ent- J ., ; 
nommen und auch zwei weitere Tage nach der letzten Futterung aufgefangen; &.; , 
einige Kubikzentimeter Chloroform bewahrten ihn vor Faulnis. Er wurde nach J, 1; 
dem DurchgieBen durch eine feinlécherige Porzellannutsche zur Abtrennung = 
von Futter- und Kotbeimengungen in braunen Flaschen unter Stickstoff auf- ™% - . 
bewahrt. Verschiedene Verfahren sind im Verlauf der Untersuchung zur J... 4 
Gewinnung der in den Harn iibergegangenen Substanzen versucht worden. “om 
Da die ausgeschiedenen Stoffe wohl teilweise, aber nicht ganz in gepaartem iedey 


Zustand vorliegen und die Fallung als Bleisalze weder besonders zeitsparend J. .. 
noch vollsténdig war, wurde schlieBlich das Ausziehen mit Ather vor und = 


nach der Spaltung der gepaarten Verbindungen durchgefiihrt, wie es in folgen- J. ,..,, 
dem beschrieben ist. Abweichungen sind bei den einzelnen Substanzen an- Mp.; 4, 
gegeben. huwe 


Zur Aufbereitung wurde der stets schwach alkalisch reagierende Harn @%.,, ;.. 
mit 2 n-Natronlauge bis zum Umschlag von Phenolphthalein versetzt und durch J... 
5—8 maliges Ausschiitteln mit Ather erschépfend ausgezogen. Emulsionen, die J,,,.),, 


sich in der Zwischenschicht bilden, wurden abgelassen und durch Zentrifugieren 
getrennt. Feste Niederschlige, die sich dabei absetzten, verrieben wir meht- i 


mals mit einem Ather-Methanolgemisch (3:1). Nach dem Abdampfen des it Ts 

. . . j oe 4 73 | 
Lésungsmittels der vereinigten Ausziige durch eine Widmerkolonne -wurde site 
der Riickstand erneut in wenig Ather aufgenommen und mit 2 n-Natronlauge & 14.8 


*) Den Pharmakologischen Instituten der Universitaéten Freiburg i. Br. 
und Wiirzburg, sowie dem Zoologischen Institut Wurzburg danken wir fir 
die Uberlassung von Stoffwechselkafigen und Raumen zur Durchfiihrung det C 
Tierversuche. iner Y 
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ony], Pausgeschiittelt zur sicheren Abtrennung der sauren Anteile. Zur Spaltung 
? epaarter Produkte erhitzte man den ausgeitherten Harn anschlieBend alkalisch 
fund sauer. 

Durch Zusatz festen Natriumhydroxyds wurde er alkalisch gemacht, 
bach dem Abdampfen von geléstem Ather 30 Minuten am RiickfluB zum Sieden 
erhitzt, mit halb konzentrierter Schwefelsiure bis zur Kongoreaktion an- 
yesiuert und weitere 30 Minuten am Riickflu8 gekocht. Beim nunmehrigen 


re | usithern des sauren Harns traten keine Emulsionen mehr auf. Diese Aus- 
yr ee wurden in gleicher Weise behandelt und nach Trennung der neutralen 
Ober. gerd sauren Anteile mit den entsprechenden Fraktionen vereinigt. Die ver- 
dem pmeigten Neutralstoffe waren stets flissig und wurden durch Destillation 
ungen pereinigt, wahrend die sauren Anteile, die meistens erstarrten, entweder direkt 
/,igem oder nach einer Vorreinigung mittels Vakuumdestillation oder Sublimation 
anzen euch Umkrystallisieren getrennt wurden. 
t oder & 
or der & Ill. Trennung und Kennzeichnung der Substanzgemische 
Lauge 1. Versuch mit Geraniol 
i—5o 17,2 g ,,Geraniol fiir wissenschaftliche Zwecke*‘ von Schimmel & Co. 
r und (gach Fraktionierung durch eine Widmerkolonne Siedep.,, 112—114°, [a«]*} = 
‘utter, [ge 0,05°) konnten in taglichen Dosen von 2,5—3 ccm innerhalb 4 Tagen 
bwechselnd in die rechte und die linke Oberschenkelmuskulatur zweier 
Kaninchen ohne Stérung injiziert werden. 
'_ Der gesammelte Harn (1800 ccm) wurde durch Fallung in der Hitze 
e ent- Bit Barytlauge und Absaugen des entstandenen Niederschlags vorgereinigt 
nen; Bind dann mit 5n-Salzséure bis zur Kongoreaktion angesduert. Beim Stehen 
> nach Hi, Fisschrank schieden sich daraus 5,65 g eines Saéuregemisches ab, aus dem 
nnuns Bauch fraktionierte Krystallisation aus Wasser 1,55 g reine Benzoesiure und 
if aut: 95° Hildebrandt-Saure vom Schmelzp. 187—189° sich abtrennen lieBen. 
J Aus der Mutterlauge wurde durch Extraktion mit Ather und Destillation im 
oraen, 


Vakuum auBer einem Vorlauf von 0,95 g Benzoesiure eine Fraktion vom 
artem BXicdep.. 170—198° erhalten, die aus Dihydro-Hildebrandt-Saure bestand. 


jarend Bier von den auskrystallisierten Séuren befreite Harn wurde erschépfend mit 

. und Hither ausgezogen. Aus der Atherlésung gewann man durch Ausziehen mit 

olgen- BX :triumbicarbonat 5,0 g Sauren; Neutralteile waren darin nicht enthalten. 

Tal “Bei der Krystallisation der Sauren aus Wasser wurden 0,40 g Hildebrandt- 
dure und 1,4 g Benzoeséure abgetrennt; auch aus den Mutterlaugen dieses 

Hart Btemisches lieB sich durch Extraktion mit Ather und Destillation im Vakuum 

ee tuler Benzoesiure (1,6 g) abermals Dihydro-Hildebrandt-Saure (1,05 g) 

nN, GI Birhalten, 

ae Die Dihydro-Hildebrandt-Saure wurde gereinigt durch Auflésen in 

me oa n-Natronlauge, Ansauern mit verdiinnter Schwefelsaure, kurzem Aufkochen 

sale it Tierkohle und Krystallisation beim Stehen im Kiihlschrank. Nach einer 

ails weiten Umkrystallisation aus reinem Wasser Schmelzp. 100—101°, [a]?° 

- 14,8° (in 2n-NaOH). 

i. Br. : ; 

of 2. Versuch mit d-Citronellol 

rir fur 

ng der Citronellol R von Haarmann & Reimer, Holzminden, wurde mit Hilfe 


iner Widmerkolonne fraktioniert: 
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Siedep... 107—109°, [a]?°= + 0,82°; d?°= 0,8573; n2°= 1,45653. 


D 





29,60 g wurden innerhalb 5 Tagen an 2 Tiere in taglichen, steigendy ff 


Gaben von 2—5 ccm mit der Schlundsonde eingegeben. Uber einen langere: 


Zeitraum konnten die Héchstmengen von 5 cem nicht verabreicht werde, — 
da sie Lahmungserscheinungen, Krafteverfall und den Tod des Versuchstien 


herbeifiihrten. 


1600 ccm schwach alkalisch reagierender Harn wurden zuniachst oh: 
weitere Vorbehandlung und dann nach kurzem Erhitzen bei kongosaumR” 
Reaktion erschépfend mit Ather extrahiert. Der Atherauszug enthielt 1,),5 


Neutralteile und 11,3 g Sauren. Die Neutralfraktion enthielt neben wie 
verandertem Citronellol eine Substanz, die bei der Destillation im Hochvakuuy q 
unter Wasserabspaltung sich zersetzte. Der Siedepunkt des Destillats wif” 
die Werte der Hydrierung, Dichte, Lichtbrechung sowie Drehung und AnalyyR” 
sprachen fir das Vorhandensein eines Gemisches von Citronellol mit eine 
ungesattigten Kohlenwasserstoff. Die Saurefraktion schied bei der Unf} gj 


krystallisation aus schwefelsaurem Wasser nach Entfarbung mit Tierkohle 
langerem Stehen im Eisschrank 2,5 g Dicarbonsaure ab, die nach einmalig 
Umscheidung aus Wasser bei 83—84° schmolz. Die Substanz der Mutterlaug iq” 


ergab nach Aufnahme in Ather und Destillation im Vakuum neben eine 
Vorlauf von 2,1 g Benzoesaure 2,3 g Mono-oxy-carbonsaure (Siedep., , life” 


bis 159°) und 2,9 g Dicarbonsaure (Siedep.,),, 184—187°). 


Die Dicarbonsaure schied sich nach mehrfacher Krystallisation aq 


Wasser in facherférmig zusammengelagerte Blattchen ab, deren Schmelzpuni 


von 84—85° auch durch erneutes Umkrystallisieren oder durch Sublimation ix ’ 
Hochvakuum sich nicht erhéhte. Der Mischschmelzpunkt mit Dihydro-Hili 


brandt-Saure aus Geraniol (Schmelzp. 100—101°) betrug 89—95°. 

Hydrierung: 35,8 mg Subst.: 4,35 com H, (18°, 747 mm). 
CyoHy,9, [1 Ber. 4,35 ccm. 

Titration: 36,6 mg Subst.: 7,32 ccm n/20-NaQOH. 
Fir C,,H,,0, Gef. 2,03 COOH-Gruppen. 

Drehung in 2n-NaOH: [«]}*= +- 8,44°. 

Analyse: 2,730 mg Subst.: 6,03 mg CO,, 1,96 mg H,O. 

C,)H4,0; Ber. C 59,96 H 8,06 Gef. C 60,24 H 8,03 


Durch Ozonisation von 500 mg Dicarbonsaure in Chloroform, Aufnali' 


abgedampften Lésungsmittel, teils aus dem Riickstand mit p-Nitrophens: 
hydrazin im ganzen 190 mg Brenztraubensdure-p-Nitrophenylhydrazon get 


Dicarbonséure war negativ. 


: inn 
F mu 
© Ha: 


des Ozonids in Methanol und katalytische Hydrierung wurden teils aus diy me 


P Ber 


(34°/, d. Th.). Der Versuch einer Bestimmung von Methylengruppen in “i * ” 


Durch Istiindiges Erhitzen einer eingeschmolzenen Probe der Dicarb“ 


siure auf 140°, 20minutigem Erwairmen mit 70°/, Schwefelsiure auf 90° W 


12stiindigem Belichten mit ultraviolettem Licht in atherischer Lésung te 


keine Verinderung des Schmelzpunktes der Saure ein. 
Die Oxycarbonsaure ging nach erneuter Fraktionierung bei 132—13) 
0,1 mm tiber. 
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653. £F Hydrierung: 42,2 mg Subst.: 5,35 ccm H, (22°, 753 mm). 
Cy H;,05 rs Ber. 5,56 ccm. 
teigende Titration: 41,7 mg Subst.: 4,70 ccm n/20-NaOH. 
| 7 Fir C,,H,,0, Gef. 1,04 COOH-Gruppen. 
J erden & P 
iia Drehung in 2n-NaOH: [a]i*= + 2,07°. 
" Analyse: 5,086 mg Subst.: 11,995 mg CO,, 4,370 mg H,O. 
pst Ohne “— ‘ "N 24.4 > 
ngosaur CoH 1295 Ber. C 64,46 H 9,75 Gef. C 64,32 H 9,62. 














ielt 100% 
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Weder mit Semicarbazidacetat noch mit fuchsinschwefliger Saure trat 
“eine Reaktion ein. Nach Ozonisation von 310 mg in reinstem Essigester und 
Hydrierung des Ozonids wurde aus dem waBrigen Auszug des Lésungsmittels 


Hats uif% durch Erwaérmen mit 2,4-Dinitro-phenylhydrazin-sulfat ein Gemisch aus etwa 
1 AnalyyfR cleichen Anteilen Brenztraubensaure-dinitro-phenylhydrazon und Methyl- 
nit einenfF olyoxal-dinitro-phenylosazon gefallt (40°/, d. Th., Schmelzpunkt, N-Be- 
der Un. 


/ stimmung). 
‘kohle bei 
3. Versuch mit Phytol 


inmalige 
itterlauy ie 6,8 g reines natiirliches Phytol (Siedep., , 156—160°) wurden in taglichen 
en einen Mengen von 1—2 ccm innerhalb 4 Tagen einem Kaninchen injiziert; sie wurden 


ohne Stérung vertragen. Durch direktes Ausithern des schwach alkalischen 

' Harns, der noch 2 Tage nach der letzten Gabe aufgefangen wurde, lieB sich 

ation ali ’ keine Substanz erhalten; die erneute Ausaétherung nach alkalischer und saurer 

nelz punk Behandlung in der Hitze lieferte nur 1,45 g saure Anteile. Nach Aufnahme 

mation inf dieser Séuren in wenig Ather und Fiallung von etwa 0,7 g harziger Produkte 

1ro-Hilde durch Zusatz von Petrolather lieB sich aus dem Rest bei der Destillation im 

' Hochvakuum auBer Benzoesdéure nur eine sehr geringe Menge (0,12 g) einer 

zihfliissigen Saéure erhalten (Siedep.,,o; 160—179°), deren weitere Reinigung 

iiber das Silbersalz versucht wurde. Doch war eine Krystallisation der Saure 

' bei lingerem Stehen im Eisschrank nicht zu erreichen. Die Werte der Hydrie- 

rung und Titration stimmen fiir Phytensiure C,,H,,0,. Die Analyse deutet 
hingegen auf das Vorhandensein sauerstoffreicher Beimengungen. 


lep.o,4 135 


4. Versuch mit Farnesol 


ca 6,70 g Farnesol (Haarmann & Reimer), Siedep.,, 160—164°, wurden 
1 8.09. innerhalb 4 Tagen in taglichen Dosen von 1—2 ccm einem Kaninchen intra- 
Aufnabue “USkular injiziert. Schidigungen waren nicht zu beobachten. Aus den 800 ccm 
| Harn wurden durch Ausathern keine Neutralteile, wohl aber 1,50 g Saure- 


aus dene : § 

rophent: | produkte erhalten, die aus phenolischen Harzen und etwa zur Halfte aus 

on cefilia Benzosiure bestanden. Die Abtrennung von 150 mg einer dligen ungesattigten 

en in de Ute geniigte nicht zu ihrer Kennzeichnung. 

Dicarha . Versuche mit Cyclohexen-(2)-ol-(1) 

f 90° wie und Cyclohexen-(2)-ol-(1)-acetat 

sung tie a. : oat Ades 
Cyclohexenolacetat (Siedep.,, 68—71°) und! daraus erhaltenes Cyclo- 

39135 | hexenol (Siedep.,;, 62—69°) erwiesen sich im Tierversuch als stark giftig. 


' Wahrend mit Acetat das Kaninchen nach einer Gabe von 1 g und einer zweiten 
von 1,5 g am folgenden Tage nach 6 Stunden starb, bewirkte Cyclohexenol 
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S hud 


schon mit einer Gabe von 1 ccm innerhalb weniger Stunden den Tod df 
Versuchstieres. Bei den Sektionen lieBen sich keine besonderen Befung § 
erheben. Der aus der Blase des mit Cyclohexenolacetat gefiitterten Tiers 
gewonnene Harn roch deutlich nach unveranderter Ausgangssubstanz; ay ff 
dem mit Cyclohexenol gefiitterten Versuchstier konnte kein Harn gewonne 


werden. 
6. Fitterung mit 4-4,6-Dihydro-o-tolylalkohol 


Der bisher nicht bekannte Alkohol wurde erstmalig von unserem ver. 
storbenen Mitarbeiter H. J. Andersen aus Dihydro-o-tolylaldehyd*’) erhalten fF 
durch Reduktion mit Aluminium-iso-propylat in der von Lund *) beschriebena § *, 


Weise. Die Reinigung des Alkohols, der einen schwachen Geruch nach Petersili 


zeigt, erfolgte durch Fraktionierung tiber eine Widmerkolonne. Siedep.,, sf 


bis 93°. 
Hydrierung: 30,2 mg Subst.: 11,70 ccm H, (22°, 741 mm). 
C,H,,0 |. Ber. 12,09 ccm. 
Molrefraktion: dj?= 0,9798, nZ?= 1,51124. 
Ber. Mp 37,54 Gef. Mp 37,96. 
Analyse: 2,930 mg Subst.: 8,33 mg CO,, 2,53 mg H,O. 
C,H,,0 Ber. C 77,37 H 9,75 Gef. C 77,54 H 9,66. 


Im Fiitterungsversuch fiihrten Dosen des Alkohols, die 1,5 ccm taglich 


iiberschritten, in wenigen Tagen den Tod des Versuchstieres herbei. Bei intra- 


muskularer Injektion bewirkte schon 3maliges Einspritzen von 1 ccm taglich & 
6 Stunden nach -der letzten Gabe den Tod des Versuchstieres. Die Sektion 


war beide Male ohne Befund. 

12,25 g wurden schlieBlich in taglichen Dosen von 1—1,5 cem an 
zwei Tiere in 4 Tagen mit der Schlundsonde eingegeben. Wahrend des 
Versuchs magerten die Kaninchen stark ab. Die Aufarbeitung des Harn 
lieferte auBer Benzoesdure und einer reichlichen Menge von Phenolen, die bei 
der Destillation im Hochvakuum vollstandig verharzten, nur 190 mg eine 
Neutralfraktion (Siedep., 45—47° Badtemperatur). Die Analysen- und Hydrie: 


rungswerte lieBen keine eindeutige Kennzeichnung des Sattigungsgrades zu; 


teilweise lag der unverainderte Alkohol vor. 


7. Versuch mit Zimtalkohol 


Zimtalkohol (dargestellt durch Reduktion von Zimtaldehyd mit Alu: 
minium-iso-propylat) wurde in taglichen Dosen von 3—5 g eingegeben nach 
Lésung in Olivenél und Emulsion in Wasser nach Zugabe einiger Tropfen 
verdiinnten Natriumcarbonats. Innerhalb von 5 Tagen konnten so 31¢ 
an 2 Kaninchen eingegeben werden. Im Gegensatz zu Athylzimtalkohol wirkte 
aber Zimtalkohol in gréBeren Dosen giftig. Ein Tier zeigte nach der drittet 
Gabe von 5 g Gleichgewichtsstérungen und Lahmungserscheinungen und star) 
im Laufe von 12 Stunden; das zweite Tier, das nur taglich Héchstdosen von 
4 ccm erhielt, blieb normal. Aus den 2150 ecm Harn wurden nur 1,40 g Net 


87) Dargestellt nach F. G. Fischer, K. Hultzsch u. W. Flaig, Bet. 
chem. Ges. 70, 370 (1937). 
88) H. Lund, Ber. chem. Ges. 70, 1520 (1987). 
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Tod de tralteile und 21,15 g Séure gewonnen. In der Neutralfraktion, die sich bei 

Befund @ der Vakuumdestillation teilweise unter Abspaltung von Wasser zersetzte, konnte 

en Tiere neben dem darin enthaltenen Zimtalkohol der gesattigte Alkohol nicht mit 
fanz: ay Sicherheit nachgewiesen werden. Die saure Fraktion bestand zu 70°/, aus 
vewonna | Zimtséure, zu 30°/, aus Benzoesaure, wie sich nach dem Schmelzpunkt 
(107—109°) aus dem Mischungsdiagramm beider Sauren*) feststellen lieB. 

| Die Zimtséure wurde auBerdem durch oxydativen Abbau mit Permanganat 

‘und Nachweis des gebildeten Benzaldehyds als Nitrophenylhydrazon nach- 


perdi F gewiesen (45°/,). Hydro-Zimtsaiure wurde am Geruch deutlich erkannt, 
& a. a ' sie lieB sich jedoch weder durch fraktionierte Destillation noch durch Wasser- 
Stee a ' dampfdestillation aus dem Sauregemisch einwandfrei abtrennen. 

rsilie 
dep, 1 8. Versuch mit Zimtsaure 


25 g Zimtsiure wurden als konzentrierte Lésung des Ammoniumsalzes 
| 2Tieren in taglichen Dosen von 2—4 g innerhalb 4 Tagen mit der Schlund- 
| sonde eingegeben. Aus 1600 ccm angesiuertem Harn erhielt man bei der 
-erschépfenden Extraktion mit Ather 22,5 g eines Sauregemisches, das durch 
| fraktionierte Krystallisation aus Wasser 18 g reine Benzoesadure und nur 
| 50mg eines nach Hydrozimtsaure riechenden, auch im Eisschrank nicht 
| krystallisierenden gesattigten Oles erhalten lieB. Auch hier war der eindeutige 
| 9,66. [— Nachweis der hydrierten Saure nicht médglich. 


n taglich fe 9. Versuch mit «-Athyl-Zimtaldehyd 


cep here a-Athyl-Zimtaldehyd wurde durch Kondensation von Benzaldehyd (in 
, Sekt tion MeO /olgem Uberschu8) mit Butyraldehyd erhalten. Dabei wurde die Vorschrift 
, ' — von Schorygin und Mitarbeitern®) abgeandert. Das in 50°/,igem Alkohol 
_geliste alkalische Gemisch der Aldehyde schiittelte man 20 Stunden bei 25°, 
‘neutralisierte mit 2n-Schwefelséure, atherte aus und reinigte das entstandene 
Produkt durch Destillation im Vakuum (Siedep.,, 124—127°). Aus 45 g Butyr- 
aldehyd waren 59g «-Athyl-Zimtaldehyd entstanden (50°/, d.Th.). 14,5 ¢ 
_konnten in 4 Tagen in Gaben von taglich 3—4 ccm ohne Stérung einem 1360 g 
‘schweren Tier mit der Schlundsonde unverdiinnt eingefléBt werden. Aus den 
900 com gewonnenen Harns lieBen sich nur 5,4 g «-Athyl-—Zimtsaure neben 
_ etwas Benzoesaure erhalten. 











»ccm al 
rend des 
9s Harns 
1, die bei 
mg eine! 
| Hydrie- 


ades 21; 


10. Versuch mit «-Athyl—Zimtalkohol 


nit Alu _ Dieser Alkohol ist erstmalig von Bogert und Powell*!) durch Reduktion 
‘en nach fe 0°8 entsprechenden Aldehyds mit Magnesium-—Chlorathylat dargestellt worden. 
Tropfen Durch Anwendung von Aluminium-iso-propylat zur Reduktion lassen sich 
so 3lgme@s 59g Aldehyd 48g reinen «-Athyl-Zimtalkohol (80°, d.Th.) vom 
ol wirkte [ie Siedep.,. 137—139° erhalten. 


r dritten ; Folgende bisher nicht ermittelte Eigenschaften wurden festgestellt: 
nd star) : dit} = 1,0215, n?'5 = 1,55696. 
sen vol & 


icteait és Ber. Mp 50, 45 Gef. Mp 51,66. 


0 g New: 


gz, Be. °°) J. Kachler, Ber. chem. Ges. 2, 512 (1869). 
- *) P. Schorygin u. Mitarbeiter, Chem. Z. 1931, I, 2869. 
') M. T. Bogert u. G. Powell, J. Amer. Chem. Soc. 58, 1605 (1931). 
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33,7 g wurden in 8 Tagen in taglichen Gaben von 3—4 ccm vom Kanip gu: 
chen (4100 g) bei unverdiinnter Eingabe mit der Schlundsonde gut vertrage Mio, 
Aus dem gewonnenen Harn (2000 ccm) lieBen sich in der angegebenen Wei 
durch Ather 1,20 g Neutralteile und 15,8 g Sauren ausziehen. Die Neutrjf_u 
fraktion lieferte bei der Destillation im Vakuum 0,85 g unveranderten Athy./Be 
Zimtalkohol zuriick (Hydrierung, Molrefraktion, Analyse, vélliges Fehlen deft g)| 
optischen Aktivitaét). Durch Umkrystallisation der Saurefraktion aus Wasi gic 
wurden sofort 8,7 g schmelzpunktreine «-Athyl—-Zimtsaure und nach einer frai. 
tionierten Sublimation im Vakuum weitere 3,6 g der «-Athyl—Zimtsaure neha 
7,2 g Benzoesaure erhalten. Fiir das Vorhandensein hydrierter Substanafh 
sprachen keine Anzeichen. E 


11. Versuch mit Benzalaceton x 


18g Benzalaceton (Siedep.,, 138—140°, Schmelzp. 41°) wurden afi Ha 
zwei mittelschwere Tiere im Laufe von 5 Tagen in steigenden, einmaligeieglk: 
taglichen Gaben von 1—3 g verfiittert. Man léste die tagliche Dosis in einigaliegus 
Kubikzentimetern Olivenédl auf und emulgierte die Lésung nach ZugaliMgict 
von 2 Tropfen Natriumcarbonatlésung in der doppelten Menge Wasser. Diol 
bestandige Emulsion lieB sich leicht durch die Schlundsonde eingieBen. }k 
langerer Verabreichung héherer Dosen (5 g taglich) wurden die Schleimhauje 
der Verdauungsorgane der Tiere durch das Keton erheblich geschadigt, wily, 
die Sektion ergab. AuBerlich zeigte sich dies in Verdauungsstérungen, die z. } i oll 
starke Durchfalle zur Folge hatten. Die vereinigten Harne der beiden Tie 
(1350 ccm) wurden in der beschriebenen Weise aufgearbeitet. Die Trennuni},. 
mit Natronlauge ergab 9,6 g Neutralsubstanzen und 6,7 g saure Anteile. J... 

Die Destillation der Neutralstoffe lieferte 5,5 g einer Hauptfraktiai 
vom Siedep.,. 113—125°. Sie bestand nach nochmaligem Ausschiitteln nif” 
Natronlauge zur Entfernung geringer phenolischer Beimengungen und naif 
Wiederholung der Destillation aus reinem /-Phenylathyl-methylcarbift 
nol‘) (5,2 g vom Siedep.,, 116—118°). 

[a]? = + 6,60°, d2%5 — 0,9874, n?°> — 1,52064. . 


C,,H,,0 Ber. Mp 46,30 Gef. Mp 46,30. 












2,684 mg Subst.: 7,82 mg CO,, 2,27 mg H,0O. 
C19H,,0 Ber. C 79,92 H 9,42 Gef. C 79,46 H 9,46. 


Wahrend die Hauptfraktion bei der katalytischen Hydrierung sich 2i . 
vollkommen gesattigt erwies, bestand eine zweite Fraktion, die nach not 
maligem Ausschiitteln mit Natronlauge abermals destilliert wurde (0,20 g), a 
einem Gemisch des gesattigten mit etwa 12°/, des ungesittigten Carbinok 
Carbonylreaktionen wurden von keinem der beiden Laufe gegeben. Eine dritt 
Fraktion, die ebenfalls nach Istiindiger Behandlung mit methylalkoholisch? 
Natronlauge in der Hitze und alkalischer Ausatherung erneut destilliert wut 
(1,20 g vom Siedep.»,o, 98—102°), war wesentlich dickfliissiger; sie reagict 
neutral und gab weder Phenol- noch Ketonreaktionen. Nach den Ergebnis 
der Analyse und der katalytischen Hydrierung bestand sie in der Hauptmetf 


42) G.Vavon, C.r. Acad. Sci. 154, 1705 (1912); A. Klages, Ber. che" . 
Ges. 37, 2313 (1904). 
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igus einem Dioxy-phenyl-butan, dem noch etwa 15°/, der ungesattigten Mon- 
Joxyverbindung beigemischt waren. [«]?? = +2,18°. 

Alle wahrend der Aufarbeitung mit Lauge abgetrennten sauren Anteile 
wurden vereinigt einer Sublimation unterworfen. Erhalten im ganzen 5,5 g 
Benzoesdure neben phenolischen Anteilen (Kuppelung mit Diazobenzol- 
Guifosaure) im dligen Riickstand, die jedoch nach Destillation im Vakuum 
picht krystallisierten. 


einer fra. 
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12. Versuch mit Benzal-methylathylketon 


17 g des ungesattigten Ketons vom Siedep.,, 143—145° und Schmelzp. 41° 
one an zwei Tiere im Laufe von 3 Tagen zweimal taglich in steigenden 
Dose n von 1—3 g verfiittert. Die Substanz war in Olivendél gelést und, wie 
}eim Benzalacetonversuch beschrieben, in Wasser emulgiert. Der vereinigte 
Harn (1100 com) wurde gemaBG der eingangs geschilderten Vorschrift zunachst 
gikalisch und, nach der alkalischen und sauren Behandlung in der Hitze, sauer 
gusgeithert. Erhalten: 6,9 g Neutralstoffe und 5,5 g saure Substanzen. Wie 
ch nach der Destillation zeigte, enthielten die Neutralsubstanzen noch phe- 
olische Anteile. 


4 Destillation der Neutralstoffe bei 12 mm: 
vleimhaue 


| a) 4,3 g bei 145—165° Olbadtemperatur; b) 2,2 g bei 185—200°. Frak- 
fiona war nach nochmaliger Destillation bei der katalytischen Hydrierung 
yollkommen gesattigt: 4,1 g vom Siedep.9o, 98—100°. 

Sie reagierte nicht mit Carbonylreagentien und erwies sich durch ihre 
Drehung als Alkohol. Die Analyse und die Molrefraktion zeigten, daB sie 
us reinem £-Phenylathyl-athylearbinol *) besteht. 


[a],*° = + 8,3°, di®= 0,9770, n’®: 1,51847. 


D 


C,,H,;,0 Ber. Mp 50,91  Gef. Mp 50,94. 


2,850 mg Subst.: 8,40 mg CO,, 2,45 mg H,0O. 
C,H, ,0 Ber. C 80,49 H 9,76 Gef. C 80,38 H 9,62. 


Aus der gréBtenteils fest gewordenen Fraktion b erhielt man durch mehr- 
maliges Umkrystallisieren aus Petrolather 120 mg farblose, seidige Nadeln, die 
in den meisten Lésungsmitteln leicht, in Wasser und Petrolather maBig léslich 
waren. Schmelzp. 783—79° (aus Petrolather), nach nochmaliger Krystallisation 

aus Wasser 86—87°. Die Substanz ist in Lauge, nicht aber in Soda léslich 
tnd reduziert ammoniakalische Silberlésung; sie kuppelt mit diazotierter 
Sulfanilsaure in sodaalkalischem Medium zu einem intensiv gelbroten Farb- 
stoff und gibt ein Phenylhydrazon (aus Methanol: Blattchen vom Schmelzp. 115 
bis 117°). Gegen katalytisch erregten Wasserstoff ist das Phenolketon voll- 
kommen gesattigt. 


2,913 mg Subst.: 7,87 mg CO,, 1,95 mg H,0. 
C1,H,,0, Ber. C 74,14 H 7,86 Gef. C 73,68 H 7,49. 


. Sehr wahrscheinlich liegt in diesem Phenolketon das bisher nicht be- 
Bhriebene p-Oxy-phenathyl-athylketon vor. 
Ber, chen ale 


‘S) F. Hewitt u. J. Kenyon, J. chem. Soc. Lond. 127, 1094 (1925). 
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Der Strukturbeweis durch Abbau oder Synthese steht noch aus; jf — 
alkalische Kondensation von p-Oxybenzaldehyd mit Methylathylketon geli,fR” 
namlich, wie wir feststellten, nicht, die Siurekondensation fiihrt aber zu ell 10 
Reaktion des Aldehyds mit der Methylengruppe des Ketons. . dé 

Aus den sauren Anteilen wurde durch Sublimation im Vakuum, byw 
Destillation und anschlieBender Krystallisation aus Wasser Benzoesiy 
abgetrennt (4,2 g). Die Mutterlaugen enthielten nach ihrem Geruch etyfR” 
Hydrozimtsaure, die sich jedoch nicht einwandfrei identifizieren lieB. 






13. Versuch mit Athyliden-acetophenon 


Dieses Keton (Siedep.;, 115—-119°) wurde im Gegensatz zum Benzalacetf 0! 
von den Kaninchen sehr schlecht vertragen. 5 cem in taglichen Mengen y a Si 
i—2 ccm fihrten nach der 4. Gabe den Tod des Versuchstieres (3680 g) inne 
halb 8 Stunden herbei. Anscheinend trat Herzlahmung ein. Aus 150 ccm Ha 
wurden in der beschriebenen Weise nur 150 mg Neutralstoffe und 1,2 g Siw 
gewonnen. Die Destillation der neutralen Anteile bei 12 mm ergab 110 nh” 
eines schwachgelben Oles von honigartigem Geruch (Badtemperatur |! 4 
bis 125°). 


Hydrierung: 49,3 mg Subst.: 8,2 cem H, (18°, 751 mm). 
C,)H,,0 F, Ber. 8,21 ccm. 
Drehung in Athanol: [a]? = + 0,25°. 





Die Flissigkeit zeigte eine Reaktion mit Phenylhydrazin, doch war dig au 
Hydrazon nicht krystallisierbar. Nach den Werten der Refraktion und dq sit 
Analyse enthielt die Fraktion ein Gemisch aus unverandertem Athylideft 
acetophenon und dem zugehérigen ungesattigten Alkohol. 

In den sauren Anteilen wurden nur 850 mg Benzoesaure identifizier— 













14. Versuch mit Carvon 


Auch Carvon wird auBerst schlecht vertragen, wie schon H. Hild 
brandt?°) gefunden hat. Ein 1560 g schweres Kaninchen starb am zweitd 
Tag nach der 2. Gabe von 3 g; auch ein zweites Versuchstier (1170 g) ve | 
endete nach zwei taiglichen Dosen von 1,5 g. Harn konnte nicht gewon q; 
werden. 

15. Versuch mit Cinnamal-aceton 


Cinnamal-aceton wurde in Abanderung der nicht befriedigenden Vif 
schrift von Bauer und Dieterle**) in folgender Weise dargestellt: ; 

Zu einer eisgekiihlten Mischung von 70 g Zimtaldehyd und 240 g Aceh 
werden 150 ccm 40°/,ige Natronlauge unter starkem Riihren gegeben. Ni” 
halbstiindigem Stehen in der Kalte wird mit 2,5 Liter Wasser versetzt UR 
eine weitere halbe Stunde in Eis gestellt. Das ausgeschiedene, schwach gel) 
krystallisierte Produkt wird abgesaugt und mit Wasser gewaschen; dui 
mehrmalige Umkrystallisation, zuerst aus 96°/,igem, dann aus verdiinnter 
Athanol lassen sich braungelbe héhere Kondensationsprodukte abtrennjy 
Ausbeute an reinem Cinnamal-aceton (Schmelzp. 68—69°) 80 g (88°/)). 


44) Ber. chem. Ges. 44, 2693 (1911). 
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29 g des feinstgepulverten Ketons wurden eingefléBt in einmaligen tag- 
® lichen Dosen von 5 g, unter Zusatz von einigen Tropfen einer Lésung Kaliseife 


in Wasser suspendiert. Die Substanz wurde gut vertragen; man muBte jedoch 


Aus 2450 ccm Harn wurden 17,3 g Stoffgemisch ausgeathert, die sich 
durch fraktioniertes Ausschiitteln mit Natriumbicarbonat und Natronlauge 
| 3,4g Neutralteile, 3,8 g Sauren und 10,1 g Phenole unterteilen lieBen. 

Die Neutralfraktion wurde zunachst der Trennung nach Girard‘) 
unterworfen, die 2,9 g alkoholische und 0,4 g ketonische Komponente lieferte. 
Die Destillation der Alkoholfraktion ergab 0,9g¢ 6-Phenyl-hexen-(5)- 


peratur | 
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| Phenolketons unterteilt. 
_lytischen Hydrierung eine Doppelbindung erkennen, die zum Benzolkern kon- 
 jugiert ist. 


ol-(2)?%) (Siedep.,, 110—113°) und 1,1 g eines weiteren Laufes vom 
Siedep.9,o 135—140°. 
Hydrierung: 32,3 mg Subst.: 4,90 com H, (17°, 752 mm). 
C,.H,,0 | Ber. 4,41 ccm. 
Drehung in Methanol: [a«]}°= +- 1,17°, d{°= 0,9787, n°°= 1,53356. 
2,741 mg Subst.: 8,20 mg CO,, 2,30 mg H,O. 
C,.H,,0 Ber. C 81,79 H 9,14 Gef. C 81,59 H 9,38. 


Die zweite Fraktion hatte bei der Destillation Wasser abgespalten, 


| wodurch sie mit niedrigsiedenden Anteilen verunreinigt wurde und daher bei 
| der Analyse etwas zu hohe C-Werte gab. 
aus einem Dioxy-phenylhexen, aus dem Cinnamal-dimethyl-carbinol 
P sich gebildet hatte. 


In der Hauptsache bestand sie aber 


Hydrierung: 29,8 mg Subst.: 
dale F 
[x]? = + 2,889, n2° = 1,51896. 


Die Ketonfraktion ilies nur Cinnamal-aceton, 


3,70 ceom H, (20°, 750 mm). 
Ber. 3,78 ccm. 


wie sich durch Dar- 


_stellung des Semicarbazons zeigte. 
ym zwei 


Die phenolischen Anteile wurden nach einer Vorreinigung durch 


Destillation (6g vom Siedep. “0902 150—152°) ebenfalls der Trennung nach 


‘Girard unterworfen und so in 4,4 g eines Phenolalkohols und 1,6 g eines 
Das Gemisch beider Substanzen lieB bei der kata- 


34,0 mg Subst.: 4,20 cem H, (20°, 751 mm). 


C,H, .0. [3 Ber. 4,31 ccm. 


Durch Ozonisation von 200 mg des ungesattigten Substanzgemisches in 
Lssigester und katalytische Hydrierung des Ozonids wurde nach der Trennung 


4 ler phenolischen von den carbonsauren Anteilen 65 mg p-Oxy- benzaldehyd 


@rhalten, der durch Sublimation gereinigt und durch Schmelzpunkt, Misch- 


pbnelapunke und einige Farbreaktionen gekennzeichnet wurde. 


') A. Girard u. G. Sandulesco, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 


Helvet. chim. Acta 19, 1095 (1936). 


Led 


266 d 
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Phenolalkohole und Phenolketone wurden nach der Trennung dure 
abwechselndes Umkrystallisieren aus Wasser und Benzol gereinigt. Der Pheno). 
alkohol stellte den bisher unbekannten 6 - (p-Oxypheny]) - hexen - (5). 
o]-(2) dar. 


Schmelzp. 102,5—104,5°; farblose Blattchen aus Wasser, farblose Nadely § 


aus Benzol. 


Drehung in Athanol: [a]!®= + 9,70°. 
3,050 mg Subst.: 8,41 mg CO,, 2,24 mg H,0O. 
C,.H,,.0, Ber. C 74,96  H 8,30 Gef. C 75,20 H 8,21. 


Das Phenolketon erwies sich als das entsprechende, ebenfalls noch nich; 
beschriebene 6-(p-Oxyphenyl)-hexen-(5)-on-(2). 

Schmelzp. 69—70°; farblose Blattchen aus Wasser oder Benzol. 

Das Semicarbazon schmilzt bei 170—171]° (aus Essigester). 


1,695 mg Subst.: 0,250 com N, (18°, 745 mm). 

C,H, ,0,N, Ber. N 17,00 Gef. N 16,96. 

Die aus dem Harn abgetrennte Saurefraktion bestand zum aller. 
groBten Teil aus Benzoesaure. Der élig bleibende Rest, der noch starke 
Phenolreaktion zeigte, konnte weder durch Krystallisation noch durch Destil 
lation weiter gereinigt werden. Hydrozimtséure oder p-Oxybenzoesaure waren 
darin nicht nachzuweisen. 
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Uber das Verhalten des f-Jonons im Tierkérper 


(Biochemische Hydrierungen VIII) 


Von 
Hans-Joachim Bielig und Atusi Hayasida 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wurzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1940) 


In der voranstehenden Arbeit ist von F. G. Fischer und 
Bielig®) iiber das Schicksal ungesattigter Alkohole, Aldehyde und 
Ketone im Organismus des Kaninchens berichtet worden. Von den 


| gepriiften Substanzen erwiesen sich die aromatischen Ketone in 
ihrer Vertraglichkeit und den Ausbeuten ihrer Umwandlungspro- 
'dukte zur Untersuchung als besonders geeignet. Es schien daher 
' winschenswert, die bereits vorliegenden Ergebnisse an solchen 


Ketonen zu prifen, die in ihrem Aufbau Beziehungen zu Natur- 


| stoffen aufwiesen, wie sie vom Organismus auch normalerweise 


aufgenommen werden. Hierzu wihlten wir das f-Jonon (I). 


H,C CH, 
“te 
H,¢ C—CH =CH—C—CH, | (I) 
| l 
H.C C—CH, O 
~~ 


H, 
Diese Substanz, deren Ringsystem bekanntlich im Vitamin A und dessen 
Provitaminen natirlich vorkommt, ist im Pflanzenreich mit Sicherheit nach- 


| gewiesen, ihr Auftreten im Tierkérper sehr wahrscheinlich gemacht worden. 
| ‘o haben Sabetay?*) aus dem Ol von Boronia megastigma und Tischer ?®) 
/aus Trentepohlia iolithus £-Jonon erhalten. Zechmeister und Tuzson??) 
/stellten in der Cholesterinfraktion der Leber des Schweines ,,veilchenartig 
“nechende‘* Produkte fest, die vermutlich ebenfalls als S-Jonon anzusprechen 
sind. Die drei letztgenannten Autoren nehmen f-Carotin als Ursprungssubstanz 
des gefundenen £-Jonons an. Bereits unter milden oxydativen Bedingungen 
_ceht £-Carotin in f-Jonon iiber. So riecht das carotinreiche, rote Palmél 
/deutlich veilchenwurzelartig. 
; nen entsprechenden Geruch bei der Autoxydation des Farbstoffes selbst. 
| Karrer und Helfenstein?) haben dann bei der Oxydation mit kaltem, 
wabrigem Permanganat aus Carotin unter anderem /-Jonon erhalten. Daf 


Willstatter und Escher?°) beobachteten 


mK 
‘ 
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dieser Ubergang auch biologisch, mutmaBlich unter fermentativem Einfluj 
erfolgen kann, zeigte Tischer?*). Pulverisierte Trentepohlia ist namlich jy. 


stande, in Ol geléstes, reines f-Carotin in f-Jonon iiberzufiihren. Ob di: 
carotinoidarme Schweineleber das dem Ké6rper zugefiihrte $-Carotin zum Te 


iiber das £-Jonon abbaut oder ob der Befund von Zechmeister und Tuzson* 


auf nachtraglicher Autoxydation des isolierten Farbstoffes beruht, ist def 


genannten Arbeit nicht mit Sicherheit zu entnehmen. 


Nach diesen Erkenntnissen lieben unsere Fiitterungsversuch:& 
zunachst eine gute Vertraglichkeit des f-Jonons fiir die ak 
Versuchstiere dienenden Kaninchen erwarten. Der vielseitige§ 


strukturelle Aufbau dieser Substanz bot weiter fiir biologiseh: 
Vorginge, welche Methyloxydationen bedingen, weitgehen( 


Angriff. Ferner standen die vorhandenen Doppelbindungen, vo.— 
denen die eine im Ring, die andere dazu konjugiert in der Seiten. 


kette gelegen ist, wasserstoffanlagernden Prozessen offer, 


SchlieBlich lieB das teilweise hydrierte Ringsystem auch dehydricf 


rende Umwandlungen in gewissem Umfange mdglich erscheiner 


Zusammenfassend durften die Umwandlungen des f-Jonons new 
Schliisse auf den oxydativen Abbau des Vitamins A und seina- 
Provitamine im tierischen Organismus zulassen. Dies gil 
insbesondere fiir das Ringsystem, da bisher nur Tierversuche voip 
R. Kuhn und Mitarbeitern!”’!”) und F. G. Fischer unif 
Bielig5) mit olefinischen Terpenen vorliegen, die Hinweise auf den 


Abbau der Polyenkette erlauben. 

ErwartungsgeméB vertrugen die Kaninchen auch _ lange 
(2—3 Wochen) dauernde Gaben von taglich 5 g f-Jonon per 0: 
ohne Stérungen. In einem Versuch wurden von 85 g verfiitterten 





Keton 42°/, an Substanzen im Harn wiedergefunden, die ihrafR y 


Konstitution nach aus f-Jonon entstanden waren. Hiervon bestani 
der weitaus gréBte Teil (95°/,) aus Neutralstoffen mit den 
unveranderten Kohlenstoffskelett der Ausgangssubstanz, der Re 
aus Saéuren. AuBerdem wurden 35g Benzoesiure und 1,2: 
m-Oxybenzoesaure isoliert. Von den Neutralteilen lag die Hiilfte 
von den Sauren alles im Harn in gepaarter Form vor. Welcher Ar 
die Paarung war, wurde nicht untersucht. 

Durch fraktionierte Destillation und Trennung in Verbu 
dungen mit und ohne Carbonylgruppen nach der Methode vot 
Girard und Sandulesco®) erhielten wir je eine Gruppe alko- 
holischer und ketonischer Substanzen, die sich weiter in niedrit: 
und hochsiedende Anteile trennen lieBen. Die oxydativ unangegt!! 
fenen, niedrigsiedenden Fraktionen (85—40°/, der isolierte! 
Neutralkérper) bestanden aus Gemischen mit wechselndem Gehal 
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zwar rechtsdrehend. 


*1tig riechende Substanzen. 
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an B-Jonol (Ila), Dihydro-f-jonol (IIb) und unverindertem 
j-Jonon (I). Die beiden Alkohole sind zuletzt von Kandel’) 
beschrieben worden. Der sauerstoffreichere, hGhersiedende An- 


von Oxy-B-jonol (IIIa) mit Oxy-dihydro-f-jonol (IIIb) und 
Oxy-f-jonon (IVa) mit Oxy-dihydro-f-jonon (IVb) gebildet. 


H,C CH, (Ila) R= —CH=CH-—CH-—CH, 
=e 
HG C-R On 
HC Bie (IIb) R= — CH, —CH, — CH — CH, 
a ) | 
H OH 
2 
(IIa) R= ~CH=CH—CH-—CH, 
1 
H,C CH, . On 
— (IIb) R= — CH, —CH, —CH—CH, 
"lie | 
H,C C-—R OH 
ne) 6G-cHoH Va) R= -CH=CH-C-CH, 
K 
~—e 0 
Hs (IVb) R= —CH, —CH, -C—CH, 
| 
() 


und 
Aus der geringen Hydriergeschwindigkeit bei 
der katalytischen Absittigung mit Wasserstoff, dem Ergebnis des 


Die erhaltenen Alkohole waren sémtlich optisch-aktiv, 


ees und in Analogie zu den Befunden von F. G. Fischer 
pund ( 
_Doppelbindungen nur die zur Carbonylgruppe « p-standige 1 im Tier- 
Brn r hydriert wird, mu8 man schlieBen, daB in den Dihydro- 
erbindungen die im Ring stehende Doppelbindung er- 
thalten geblieben ist. 
herartige Geruch des Dihydro-f-jonols, da Tiemann#§) und 
Skita+7) fir die Riechstoffnatur des f-Jonons und seiner Dihydro- 
Derivate die extracyclische Doppelbindung verantwortlich machen. 


3ielig®) am Cinnamalaceton, von dessen beiden konjugierten 


Unerklart bleibt danach der intensiv cam- 


letrahydro-Derivate sind nicht aufgefunden worden, eben- 


powenig konnten mehrfach ungesaéttigte, durch Dehydrierung 
Pents 


tandene Produkte nachgewiesen werden®). 
Kin Oxy-f-jonon und seine Hydrierungsprodukte 


Maren bisher unbekannt und sind im Versuchsteil erstmals be- 
Rchrieben. 


Es handelt sich um hellgelbe, zahfliissige, cedernholz- 
Der Ozonabbau der Oxy-f-jononfrak- 
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J oa 


tion ergab, daB die Oxydation einer ringstandigen Methyl. 
gruppe im Tierkérper zur primaren Alkoholgruppe er. 
folgt ist. Weitere Versuche, durch vorsichtigen Abbau mit Ozoy 
und nachfolgende Oxydation mit Chromséure oder durch Kin. 
wirkung von Bariumpermanganat definierte Abbauprodukte 
erhalten, blieben bisher erfolglos. Ks steht daher noch der Nachwei 
dariiber aus, ob im f-Jonon die am Ring allein stehende oder aber 
eine der beiden geminalen Methylgruppen angegriffen worden ist, 
Auf Grund der von Reinartz und Meesen!?®) verdéffentlichtey 
Beobachtung des Uberganges von 8-Dimethyl-campher (Va 
in 3-Methyl-campher-monocarbonsaéure (Vb) wird mar 
letzteres annehmen. 


CH, CH 
pO ag, - wore en 
HG C=0 HC | C=0 
H,C-C-CH, |» R—-C—CH, 
H.C ean H,C CH, 
H H 


(Via) R=—CH, 
(VIb) R=—CH, ,OH 
(VIc) R=—CHO 
(VId) R=—COOH 


(Va) R=—CH, 
(Vb) R —~_COOH 


Vom praparativ chemischen Standpunkt aus betrachtet, is 
eine Oxydation der Methylgruppe am C, wahrscheinlicher, da derer 
Wasserstoffe bei der vorliegenden Allylgruppierung gelockert seu 
missen. Womdglich besteht die beschriebene Fraktion tiberhaup' 
aus einem Gemisch der beiden diskutierten Oxy-f-jonone, was dan! 
unter anderem die schwierige Reindarstellung der oxydativen Spalt- 
stiicke erklaren k6énnte. 

Bei der Priifung dieser Verhaltnisse stellten wir fest, daf di 
erhaltene hochsiedende Carbonylfraktion ammoniakalische Silber 
nitratlésung reduzierte und die Reaktion mit fuchsinschweflige 
Saure gab. Sie enthielt in geringer Menge Substanzen von Aldehy¢: 
charakter, die durch Destillation nicht abtrennbar waren und wol! 


ein ahnliches Molekulargewicht besaBen. Nimmt man hinzu, da . 


die kleine, dem f-Jonon zuzuordnende Saurefraktion héchstwaht 
scheinlich eine Monocarbonsiure darstellte, so scheint die Annahié 
berechtigt, daB iiber die Oxydation einer Methylgruppe des B-Jonor 
molekiils zum primdren Hydroxyl hinaus in mapigem Umfange err’ 
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| weitere Oxydation zur Aldehyd- und schheflich zur Carboxylgruppe 


sefihrt hat. Hinen entsprechenden Fall haben bereits Asahina 
und Ishidate 2) beim Campher (VIa) beschrieben, der vom Hund 
in t-Oxycampher (VIb), ~-Oxocampher (VIc) und 2-Cam- 
phercarbonsaure (VId) verwandelt wird. DaB der oxydative 
Angriff emer Methylgruppe im Tierk6rper tiber die Alkohol- zur 
Carboxylstufe fiithrt, haben weiter I’. G. Fischer und Bielig’) 
am Citronellol (VIIa) nachgewiesen, das im Kaninchen iiber die 
2, 6-Dimethyl-hexen-(2)-1-oxy-7-monocarbonsaure(VIIb) 
der Hauptmenge nach in die zugehérige 2,6-Dimethyl-hexen- 
2)-dicarbonséiure-(1,7) (VIIc) wbergeht. 


H,C--C=CH—(CH,),.—CH—CH,—CH,0OH (VIIa) 
| 
CH, CH, 
(VIIb) R=—CH,OH 
k—C=CH—(CH,),—_CH—CH,—COOH . 
| see ‘ (VIIc) R=—COOH 


CH, CH, 


Mit der Auffindung eines Oxy-f-jonols ist gleichzeitig auch die 
Fihigkeit des Organismus zur Hydroxylierung von Methyl- 
sruppen am cycloolefinischen System erwiesen, nachdem diese 
schon friither an aliphatischen, hydroaromatischen und aromatischen 
Kérpern erkannt worden war. So hat erstmals Jaffé*)-vor nun- 
mehr 50 Jahren die Bildung von o-Nitrobenzylalkohol aus 
o-Nitrotoluol im Tierkérper beschrieben. Angaben iiber ent- 
sprechende Umwandlungen einer Kettenverbindung (Citronellol) 
und einer gesattigten Ringsubstanz (Campher) sind bereits oben 
zitiert worden. 

Die zeitlich getrennte Durchfiihrung der beiden Fitterungs- 
versuche — der eine wurde im Friihjahr, der andere im Herbst 1938 
vorgenommen — gestattete die merkwiirdige Feststellung, daB im 
Frihjahr die «,f-sténdig zur Carbonyl- baw. Hydroxylgruppe 
hydrierten Umwandlungsprodukte des f-Jonons in reichem MaBe 
ausgeschieden wurden, wéihrend sie im Herbst den doppelt un- 
gesittigten Derivaten gegeniiber vollig zuriicktraten. Kinleuchtende 
Griinde fiir diese ,,Stimmung“ des Organismus vermégen wir nicht 


} anzugeben, doch sei erwihnt, daB R. Kuhn und F. und L. Kéh- 


ler12) @hnliche Verhaltnisse bei ihren Fiitterungsversuchen mit 


i (reraniol (VIIa) zwischen hydrierter [ Dihydro-Hildebrandt- 


sdure (VIIc)] und nichthydrierter Dicarbonsaure | Hildebrandt- 


3 sdure (VIIIb)] beobachteten. 
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H,C—C=CH—(CH,),—C=CH—CH,OH = (VIIa) 


CH, CH, 
HOOC—C=CH—(CH,),—C=CH—COOH  (VIITb) 
CH, CH, 

Neben den beschriebenen Umwandlungsprodukten des p-Jo. 
nons sind im Tierkérper zwei Carbonséuren — Benzoeséure un( 
m-Oxybenzoesaéure — entstanden, deren mengenmaBige Ver. 
teilung bereits oben angegeben wurde. Diese Verbindungen sin( 
zweifellos nicht aus B- Jonon gebildet worden. Das Auftretey 
der Benzoeséure im Kaninchenharn ist bekannt. Was die Ursachen 
ihrer erhéhten Ausscheidung bei Fiitterungsversuchen angeht, s¢i 
auf die Besprechung in den Verodffentlichungen von Grundmann 
und Léw’) und F. G. Fischer und Bielig*) verwiesen. m-Oxy. 
benzoesdure hat L6w?%) erstmals nach Fiitterung von Oxalo- 
sorbinséure (IX) aus Kaninchenharn isoliert, den Befund jedoch 
nicht reproduzieren kénnen. 

HOOC—C—CH,—CH=CH—CH=CH—COOH (IX) 
| 
O 

Bei unseren Versuchen mit /-Jonon ist diese Séure jedesmal, 

wenn auch in sehr kleiner Menge, aufgetreten. Wir hielten sie 


nach ihrem Schmelzpunkt und dem Ergebnis der Carboxyltitration 
anfinglich fiir eine aus f-Jonon entstandene Dicarbonsiaure’). 


Die Herkunft der m-Oxybenzoesdure ]aBt sich nicht mit Sicherheit 
angeben. Sie kénnte etwa aus Substanzen des Fiitterungsmaterials (Riiben 
und Heu oder Gras) stammen, die die m-Stellung des Hydroxyls vorgebildet 
haben. Dies ist jedoch insofern unwahrscheinlich, als sie bei den zahlreichen, 
mit den verschiedensten Verbindungen durchgefiihrten Fiitterungsversuchen 
einer groBen Reihe von Autoren nur in den oben erwahnten Fallen nach- 
gewiesen wurde. Viel wahrscheinlicher ist ihre Bildung im Stoffwechsel selbst. 
entweder durch direkte Oxydation von Benzoeséure oder zum Beispiel beim 
Abbau von Phenyl-alanin. DaB eine Oxygruppe im Tierkérper in m-Stellung 
zum Carboxyl gebildet wird, ist nur noch an der Salicylsaure erwiesen, 
die nach Angelico!) vom Hund in kleiner Menge zu Gentisinsaure (X) 
verwandelt, gréBtenteils aber unveraindert ausgeschieden wird. Hier kommt 
jedoch noch der nach para richtende EinfluB der urspriinglich vorhandenen 
Oxygruppe hinzu. Das gleiche gilt fiir die fermentative Umwandlung von 
Tyrosin in 3,4-Dioxy-phenylalanin (XI), ein Melanogen, die zuerst 
Raper?!) mit Tyrosinase aus Mehlwiirmern erzielen konnte. Fiir die Oxy- 
dation des Benzolkerns in vivo gelten daher die gleichen Substitutionsregel- 
maBigkeiten wie sie in vitro ermittelt worden sind. Die spate Auffindung einer 
reinen m-Oxydation hat wohl ihren Grund darin, daB von Verbindungen mit 
Substituenten zweiter Ordnung fiir den Organismus praktisch nur Carbonsauren 
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| Zeiten vorgenommen. Zwei von diesen werden im folgenden beschrieben. 
Versuch I wurde von dem einen von uns (H.-J. Bielig) im Mai 1938 durch- 
| gefiibrt. 
‘Oktober 1938 vor. Die getrennte Auffiihrung beider Versuche rechtfertigt sich 
einmal in der Verbesserung der Aufarbeitung, zum anderen in einer gewissen 
Verschiedenheit der aufgefundenen Umbauprodukte. 


des Versuches der bei Fischer und Bielig*®) beschriebenen entsprach. 
Mitterung geschah mit der Schlundsonde. In der Sonde verbliebene Substanz 
’ wurde mit einigen Kubikzentimetern 20°/,igem Alkohol in den Magen der Tiere 
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: Bedeutung haben und diese wegen der leichten Léslichkeit ihrer Salze den 


Kérper meist sehr schnell verlassen. Daraus erklart sich auch die geringe 
Ausbeute an m-Oxybenzoeséure, wahrend die Hauptmenge der beim Abbau 


' gebildeten Benzoeséure unverandert ausgeschieden wird. 


OH CH, »—CH—COOH 
ai A —COOH “~ NH, 
| J (x) 70H (XI) 
OH OH 


Herrn Professor F. G. Fischer sind wir fiir die Erméglichung 


‘und Férderung der vorliegenden Arbeit zu besonderem Dank ver- 
pfhichtet. 


Beschreibung der Versuche 
Insgesamt wurden vier Fiitterungsversuche mit /-Jonon zu verschiedenen 
Der 


Den Versuch If nahm der andere von uns (A. Hayasida) im 


. Reinigung des Ausgangsmaterials 


Das f/-Jonon (Praiparat von Haarmann & Reimer) wurde in beiden 


Fillen durch sorgfaltige Fraktionierung tiber eine 20 cm lange Widmerkolonne 
Fyon Resten des a-Isomeren befreit, 
ptarbazons (147—148°) hervorging. 


wie aus dem Schmelzpunkt des Semi- 


Praparat I: Siedep.,, 131—133°; d?!° = 0,9480, n2!° = 


Siedep.,, 1380,5—132°; n?°= 1,52170. 


1,51467. 
Praparat IT: 


2. Verabreichung der Substanzen 


Als Versuchstiere dienten uns Kaninchen, deren Pflege vor und wahrend 
Die 


, echgespiilt. Das Keton wurde von den Kaninchen erwartungsgemaB gut 
wertragen, 
Versuch I: 32 ccm = 30,3 g f-Jonon konnten an ein Tier von etwas 


mi hr als 3 kg Gewicht in steigenden taglichen Gaben von 2—5 ccm innerhalb 
ler Woche eingegeben werden. 


Versuch II: Zwei Kaninchen von je 4 kg Gewicht gaben wir insgesamt 
8 ¢ Keton in taéglichen Gaben von 4 g, die zuletzt auf 5 g gesteigert wurden. 


#: zur Schonung der Tiere zwischendurch einige Tage ausgesetzt wurde, 
Muerte die Fiitterung im ganzen vierzehn Tage. 
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Der gesammelte, schwach alkalisch reagierende Harn (im Versuch | 
2,5 Liter, im Versuch II 8 Liter) wurde durch einige Kubikzentimeter Chlor. 
form und Aufbewahren im Eisschrank unter Stickstoff vor Faulnis bewahr 


3. Harnaufarbeitung, Trennung und Kennzeichnung 
der Substanzgemische 


Versuch I. Aus dem mit Salzsiure bis zum Umschlag von Kony 
angesduerten und 11/, Stunde bei 90° gehaltenen Harn lieBen sich dur¢ 
Ausathern 22,5 g tiefbraune Substanzgemische gewinnen. Durch mehrmaliga 
Ausschiitteln der atherischen Lésung mit 2n-Natronlauge wurden 17,6 ¢ Net. 
tralteile von 4,6 g Sauren getrennt. 

Die Neutralstoffe wurden durch Destillation anfanglich in 16 Frat. 
tionen aufgespalten, doch zeigte sich an Dichte, Lichtbrechung, Sattigungswer: 
und Semicarbazonprobe, daB sich auf diese Weise eine einwandfreie Trennur: 
von gesattigten und ungesattigten Komponenten nicht erreichen lieB. Nac 
Vereinigung entsprechender niedrig- und hochsiedender Destillate und erneute 
Abtrennung von Saurespuren mittels verdiinnter Natronlauge wurden b¢ 
abermaliger Fraktionierung iiber eine 5 cm lange Widmerkolonne auBer einen 
Vorlauf eine niedrig- und eine hochsiedende Fraktion aufgefangen. Ein Nach. 
lauf bestand aus einem zahfliissigen, tiefgelben Ol, auf dessen niahere Ken. 
zeichnung verzichtet wurde. 


f 
D 
i 





Vorlauf: Siedep.,, 115—120°: 0,5 g; a) Siedep.,. 131—141°: 3,8¢ a 
b) Siedep.o.9, 120—140°: 7,4 g. 8 
Nachlauf: Bis 200° Badtemperatur: 5,2 g. a 


Zur weiteren Reinigung konnten die Fraktionen a) und b) zunachst jed 
fiir sich mit Hilfe des Reagenses P von Girard und Sandulesco%*) in Stoffe mi 
Carbonylfunktion und solche ohne Carbonylfunktion (Alkohole) getrennt werde: 


Von den niedrigsiedenden Anteilen hatten sich 2,9 g Alkohole nici 
umgesetzt. Nach der Spaltung des substituierten Hydrazids hinterbliebe 
0,5 g Ketone. 

Die Destillation der alkoholische Komponente ergab einen Haupt 
lauf vom Siedep.,,), 81—82°. Obwohl die Analyse auch nach erneuter Desti: 
lation noch unbefriedigend war, ging aus den Hydrierungswerten mit Sicherhe! 
hervor, daB die Absattigung einer Doppelbindung erfolgt war. Der charak 
teristische, campherartige Geruch, Dichte und Lichtbrechung stimmten 1! 
dem von Kandel’) durch katalytische Hydrierung von /-Jonon erhaltene 
Dihydro-f-jonol tiberein. Wie sich aus den Ergebnissen des Versuches 
vermuten 148t, lag neben diesem noch etwas des entsprechenden doppé! 
ungesattigten Alkohols vor. 










Hydrierung: 18,9 mg Subst. nahmen in 15 Min. 2,6 cem H, auf (Pt, 
in Eisessig; 20°, 750 mm). C,,H,,0 |, Ber. 2,48 ccm (C,,H,,0 [", Ber. 4,74 ccm 


Molekularrefraktion: d?° = 0,9386; n2° = 1,49380; Mp C,,H,,0 


Di 


Gef. 60,71. Ber. 61,09. Pa 


Drehung: [a]?? = + 9,51° (reine Substanz); [«]?? = + 2,70° (in 2% 
solutem Athanol). Get 
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({?d/BaSO, in Athanol; 20°, 751mm). C,,H,,0, |: 


{Pd/BaSO, in Athanol; 20°, 751 mm). C,3H2.0, Fy: 


'Cef. 62,83. Ber. 61,10. 


Uber das Verhalten des §-Jonons im Tierkérper 


Analyse: 4,440 mg Subst.: 12,725 mg CO,, 4,630 mg H,O. 


Ber. 
Ber. 


C 79,49 
», 80,92 


H 12,33 
»» 11,42) 


C3H,9 


(C)3H29 Gef. C 78,16 H 11,67. 
Die niedrigsiedende ketonische Kom ponente konnte als unverandertes 

| p-Jonon erkannt werden. Destillation: Siedep.,,,, 88—90°. Lichtbrechung: 

Pp?’= 1,51993. Semicarbazon: Schmelzp. 144°.  Mischschmelzpunkt mit 


Jonon-semicarbazon (147—148°) 145°. 


Die héhersiedende Fraktion war bedeutend viscoser. Bei der 
_cirardtrennung* blieben von 4,9 g Substanz 1,9 ¢ als Alkoholfraktion 
Fgnverindert. Nach den Werten von Analyse, katalytischer Hydrierung und 
‘anderen Eigenschaften lag zur Hauptsache eine einfach ungesittigte Dioxy- 
‘yerbindung vor, ein Oxy-dihydro-f-jonol. Der niedrige Wasserstoffwert 
der Analyse und der hohe Wert der Molekularrefraktion 1i8t auch hier die 
Peimengung eines doppelt ungesattigten Diols, eines Oxy-/-jonols, vermuten. 
‘Hine solche Beimengung konnte bei der Destillation derartig kleiner Mengen 
‘nicht mit Sicherheit abgetrennt werden und bei der langsamen Wasserstoff- 
Paufnahme wahrend der katalytischen Hydrierung verborgen bleiben. 


Destillation: Siedep.,,,, 113—115°. 


Hydrierung: 35,9 mg Substanz nahmen sehr langsam 4,10 ccm H, auf 
Ber. 4,09 cem. 


4 Molekularrefraktion: d3?= 1,0120; nj°= 1,51950; Mp C,,;H.,O, 
Gef. 63,66. Ber. 62,61. 
| Drehung: [«]2°= + 1,08° (in absolutem Athanol). 
Analyse: 2,725 mg Subst.: 7,33 mg CO,, 2,53 mg H,0. 
C.3H,,0, Ber. C 73,51 H 11,40 ae, 
(C\5H_.0, Ber. ,, 74,22 ,, 10,55) Gef. C 73,35  H 10,47. 


Die hochsiedende Carbonylfraktion (1,5 g) reduzierte in maBigem 


‘Umfange ammoniakalische Silbernitratlésung und farbte fuchsinschweflige 
‘Biure. Bei langerer Einwirkung von Semicarbazidacetat in Methanol bildete 
ich ein Semicarbazon, das aus Benzol in Rosetten krystallisierte und schlieBlich 
‘bei 148° sinterte und bei 154—156° schmolz. Das uneinheitliche Verhalten 


Ides Semicarbazons war vermutlich auf Beimengungen gebildeten Aldehyd- 


Memicarbazons zuriickzufiihren. — Bei der. Vakuumdestillation wurde eine 
‘Hauptfraktion erhalten, die im wesentlichen aus einem Oxy-dihydro- 
'P-jonon bestand. Daneben war nach dem Wert der Molekularrefraktion darin 
/Wabrscheinlich noch etwas des entsprechenden Oxy-f-jonons enthalten. 


Destillation: Siedep.,,, 128—130°. 


45,8 mg Substanz nahmen langsam 2,30 ccm H, auf 
Ber. 5,27 ccm. 


Hydrierung: 


— 


Molekularrefraktion: d?°= 1,0100, np?®= 1,51599; Mp C,,H,.0, [,: 
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Analyse: 2,699 mg Subst.: 7,35 mg CO,, 2,46 mg H,0. 
C,3H..0, Ber. C 74,21 H 10,57 Gef. C 74,27  H 10,20. 


Die von den Neutralteilen durch Natronlauge abgetrennten Saurey 
lieBen sich durch Destillation in 3,2 g Benzoesaure und 0,15 g einer héher. 
siedenden Saure trennen, die nach tagelangem Stehen im Kiihlschrank erstarrte. 
Die Reinigung dieser Fraktion durch Umkrystallisieren aus Wasser war seb; 
verlustreich. Dem Schmelzpunkt von 180—185° nach handelte es sich up 
eine hydroaromatische Dicarbonsaure oder eine aromatische Oxysiure, 
die aus Substanzmangel nicht naher zu charakterisieren war. Ihre Eigen. 
schaften sind im Versuch II beschrieben. 


Versuch IT. Um das Verhaltnis ungepaart vorliegender zu gepaart vor. 
liegenden Umbauprodukten des f-Jonons zu erfahren, wurde bei der Av. 
arbeitung wie folgt vorgegangen: Der schwach alkalisch reagierende Ham 
(px 8) wurde zehnmal mit insgesamt 6 Litern peroxydfreiem Ather aw. 
geschiittelt. Die auftretenden Emulsionen konnten durch Zentrifugieren 
beseitigt werden (Atherlésung I, ungepaart vorgelegene Umbauprodukte), — 
Nach Zugabe von Salzsaure bis zur stark kongosauren Reaktion wurde der 
Harn 21/, Stunden bei 90° gehalten und nach dem Erkalten erneut zehnmal 
mit der gleichen Menge Ather extrahiert (Atherlésung II, gepaart vorgelegene 
Umbauprodukte). Eine wiederholte Ausaitherung des nochmals alkalisch 
gemachten und im Vakuum auf ?}/, Liter eingedickten Harns ergab nach dem 
Abdampfen des Lésungsmittels nur eine geringe Menge harzigen Riickstandes, 

Die Atherlésung I wurde mit Wasser, verdiinnter Natronlauge, ver. 
diinnter Salzsiure und abermals mit Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat 
getrocknet und iiber eine Fraktionierkolonne eingedampft. Aus dem dOligen 
Riickstand (11,1 g) gingen 8,9 g Neutralteile I zwischen Siedep.,,,, 90—170! 
iiber, wahrend 1,4 g auch bei Olbadtemperaturen um 200° nicht destillierten, 
Sauren waren nicht vorhanden. 

Aus der Atherlésung II lieBen sich durch mehrfaches Ausschiitteln mit 
verdiinnter Natronlauge 37,5 g saure Anteile von 22,7 g Neutralstoffen ab- 
trennen. Von diesen Neutralteilen II gingen 19,8 g beim Siedep.,,,, 60—17" 
iiber. Als Riickstand verblieben 2,8 ¢. 

Die Neutralteile I und II wurden gesondert mit Hilfe der von Girard 
und Sandulesco®) angegebenen Methode mittels des Reagenses P in Hydroxyl. 
und Carbonylfraktion getrennt. 

Neutralteile I: 4,6 g¢ Alkohole, 4,0g Ketone. Neutralteile Il: 8,32 
Alkohole, 10,5 g Ketone. 

Die atherischen Lésungen der Alkohole wurden mit Wasser, die det 
Ketone zur Entfernung von Essigséure mit verdiinntem Natriumcarbonat uni 
Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Durch Fraktionieruny 
im Hochvakuum lieBen sich sowohl aus den alkoholischen wie aus den keton- 
schen Bestandteilen der beiden Atherlésungen je ein niedrigsiedender und ei 
hochsiedender Anteil abtrennen. Da diese nach Siedepunkt und Brechung 
weitgehend iibereinstimmten, wurden sie vereint. 

Die niedrigsiedende Alkoholfraktion wurde durch Destillation be! 
Wasserstrahlvakuum in drei Untergruppen geteilt, die nach zweimaliger Wieder 
holung der Fraktionierung unter systematischer Vereinigung entsprechende! 
Laufe schlieBlich in sechs Fraktionen zerlegt wurden: 
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a) Siedep.,, 783—81°: 0,2 g; b) Siedep.,, 81—83°: 0,2 g; c) Siedep.,, 83 
bis 90°: 0,4 g¢; d) Siedep.,, 91—92°: 0,2 g; e) Siedep.,, 103—113°: 0,1 g; 
¢) Siedep.;; 1183—117°: 0,2 g. 


Nach den Werten der katalytischen Hydrierung mit PtO, in Eisessig 
war in den Erstfraktionen a) und b) Dihydro-f-jonol, in den Endfraktionen e) 
und f) B-Jonol angereichert, wahrend die Destillate c) bis d) aus Gemischen 
beider Substanzen bestanden. Im Gegensatz zum Versuch I konnte hier in 
der Fraktion f) fast reines f-Jonol gefaBt werden, wie aus den folgenden 
Daten hervorgeht: 


Hydrierung: 55,7 mg Substanz nahmen langsam 14,6 ccm H, auf (PtO, 
in Eisessig; 19°, 741 mm). C,,H,.O [,: Ber. 14,14 ccm. 


17,5 1,5104. 


Lichtbrechung: nj}, 


Analyse: 2,670 mg Subst.: 7,89 mg CO,, 2,52 mg H,O. 
(,,H.,0 Ber. C 80,32 H 11,42 Gef. C 80,59 H 10,56. 


Aus den hochsiedenden Alkoholen wurden durch dreimalige Vakuum- 
destillation, in der jedesmal drei Laufe abgetrennt wurden, nach geeigneter 
Wiedervereinigung schlieBlich drei Fraktionen erhalten: 

a) Siedep.o,9, 62—67°: 0,3 g; b) Siedep.o,), 79—84°: 0,3 g; c) Siedep.,,.,87 
bis 108°: 0,4 g. 

Aus den Analysenzahlen dieser Fraktionen ging hervor, daB die Ab- 
trennung einer reinen Substanz nicht gelungen war. Doch lag nach den Werten 
der katalytischen Hydrierung und Molekularrefraktion in dem Lauf c) haupt- 
sichlich ein Oxy-f-jonol vor, wahrend die Laufe a) und b) daneben noch 
in entsprechendes Dihydroprodukt enthalten muBten. 


Hydrierung (Fraktion c): 58,9mg Substanz nahmen sehr langsam 
12,2 ccm H, auf (PtO, in Eisessig; 20°, 741 mm); C,,H,.0,: Ber. 13,84 ecm. 

Molekularrefraktion (Fraktionc): d{°= 0,9533; nj°= 1,4980; Mp 
C,H:0, F.: Gef. 64,53. Ber. 62,14. 


Die niedrigsiedenden Ketonanteile ergaben nach mehrfacher Aus- 
fraktionierung im Vakuum zuletzt zwei Laufe: a) Siedep.,, 74—82°: 0,2 g. 
b) Siedep.,, 78—83°: 0,3 g. 


Die Fraktion b bestand aus nahezu reinem, unverandertem /-Jonon. 
Lichtbrechung: nj?= 1,52182. 
Analyse: 5,432 mg Subst.: 16,195 mg CO,, 4,690 mg H,O. 
C,,H,,O Ber. C 81,19 H 10,49 Gef. C 81,31 H 9,81. 
Semicarbazon: Schmelzp. 140° (aus Methanol—Wasser). Mischschmelz- 
punkt mit reinem f-Jonon-semicarbazon (Schmelzp. 147°) 143°. 


Von den hochsiedenden Ketonen wurden bei dreimaliger syste- 
matischer Fraktionierung im Vakuum der Quecksilberpumpe schlieBlich 2 Laufe 
lufgefangen ; 


a) Siedep.,5, 95—108°: 2,6 g; b) Siedep.o,9, 1O8—110°: 4,3 g. 
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Xu 


Wahrend die Fraktion a bei der katalytischen Hydrierung einfach . 
sittigt schien, enthielt die Fraktion b ein Oxy-f-jonon, dessen folgend.fi 


Konstanten ermittelt wurden: 


Hydrierung: 43,9 mg Substanz nahmen rasch 10,0 ccm H, auf (Pd/Baso & 


in Eisessig; 20°, 741 mm). C,,;H..O,. [.: Ber. 9,45 ccm. 
Molekularrefraktion: d?°= 1,0187; nj°= 1,5208; Mp C,,H,,0, 
Gef. 62,50. Ber. 60,63. 
Analyse: 2,782 mg Subst.: 7,57 mg CO,, 2,43 mg H,O. 
Ci3HeO. j-Ber. C 74,92 H 9,68 Gef. C 74,21 H 9,77. 
Semicarbazon: Schmelzp. 176—177° (aus Methanol). 


Stickstoffbestimmung: 2,640 mg Subst.: ergaben 0,363 ccm Ng. 
C,,H,,0,N, Ber. N 15,85 Gef. N 15,58. 


Oxydativer Abbau: Durch Behandlung des Oxy-Ketons mit einen 
Mol Ozon, katalytische Hydrierung des Ozonids und Oxydation der Spal. 
stiicke mit Chromsaure (2 Mol O) wurden 50°/, der berechneten Menge Brenz-ff 
traubensaure erhalten (als p-Nitrophenylhydrazon nachgewiesen). Die auf 
dem restlichen Molekiilanteil entstandenen Saéuren konnten nicht zur Kry-— 


stallisation gebracht werden. 


Die im Harn enthaltenen Sauren (37,5 g) wurden nach der gewalltea—m 


| 
L 
i 


Aufarbeitung aus der Atherlésung II gewonnen. Bei der Destillation im Hoch-f 
vakuum sublimierte zunachst die Hauptmenge als Benzoesdure (18,0 9.% 


Wahrend 16,0 g als harziger Riickstand im Kolben verblieben, gingen bein 
Siedep.,,)5 120—168° 3,7 g eines dickfliissigen Oles iiber, welches nach eit: 
woéchigem Stehen im Kihlschrank etwa zur Halfte krystallin erstarrte. Res 
licher Benzoeséure vergesellschaftet war eine élige Séure, wahrscheinlich ein 
aus £-Jonon entstandene Monocarbonsaure, die auf Grund ihrer geringet 
Léslichkeit in Wasser von Benzoesaure abgetrennt, aber nicht rein dargestel! 
werden konnte. 


Die erstarrten Anteile der gleichen Fraktion wurden zweimal mit }) 


10 ccm Petrolaither ausgekocht und die hinterbliebenen Krystalle aus Wass! 
unter Zugabe von etwas Tierkohle mehrmals umkrystallisiert. Der Schmelz 


punkt der rohen Saure (186°) lie8 sich hierdurch auf 200—201° erhéhen. Aufe 
der Kuppelungsfahigkeit mit diazotierter Sulfanilsiure unter Bildung eneg 


tief orangegelben Azofarbstoffs und den ermittelten Daten konnte diese Saur 


als m-Oxybenzoesdaure erkannt werden. Die Ermittlung des Mischschmel: & 


punktes mit reiner m-Oxybenzoesiure (Schmelzp. 200—201°) ergab kein! 
Depression. Auf Oxybenzoeséure stimmten auch die Werte der Analys, 
Hydrierung, Titration und Molekulargewichtsbestimmung nach Rast. 


Literatur 


l. F. Angelico, Arch. Farmacol. sper. 31, 81 (1921). 

2. Y. Asahina u. M. Ishidate, Ber. chem. Ges. 68, 947 (1935). 

3. H. J. Bielig, Z. angew. Chem. 51, 406 (1938). 

4. F. G. Fischer in Zechmeisters Fortschritte der Chemie organischer Natur 


stoffe 8, 50 (1939). 












































Uber das Verhalten des 6-Jonons im Tierkérper 111 


infach gf 5. F. ¢ 
| folgendMe 6. A. ( 
7. C. Grundmann u. I. Léw, Diese Z. 256, 141 (1938). 
Pd/Basn We ° M. Jaffé, Diese Z. 2, 47 (1878). 
“48 9. J. Kandel, C. r. Acad. Sci. 205, 994 (1937). 

'i0. P. Karrer u. A. Helfenstein, Helvet. chim. Acta 12, 1142 (1929). 
L202 sll. R. Kuhn u. K. Livada, Diese Z. 220, 235 (1933). 
122. R. Kuhn u. F.u. L. Kéhler, Diese Z. 242, 171 (1936). 
13. I. Léw, Diss. Frankfurt (1939). 
14. H. 8. Raper, Biochemic. J. 20, 735 (1926). 
15. F. Reinartz u. K. Meesen, Ber. chem. Ges. 72, 1 (1939). 
16. 8S. Sabetay, C. r. Acad. Sci. 189, 808 (1929). 
17. A. Skita, Ber. chem. Ges. 45, 3312 (1912). 
No: 18. F. Tiemann, Ber. chem. Ges. 31, 867 (1898). 

19. J. Tischer, Diese Z. 248, 103 (1936). 

20. R. Willstatter u. H. H. Escher, Diese Z. 64, 47 (1910). 


ut “o fel. L. Zechmeister u. P. Tuzson, Diese Z. 239, 147 (1936). 
er pat: 


> Brenz. 
Die aw 
zur Kory. 


+. Fischer u. H.-J. Bielig, Diese Z. 266, 73 (1940). 
sirard u. G. Sandulesco, Helvet. chim. Acta 19, 1095 (1936). 


9,77. 


ewallten 
im. Hoch i 
(18,0 9. 
ren. bein i 
ach eit: 

e. Rett: 

lich emi 
geringel & 


Wa a 
irgestel 


| mit 7 
; Wassel ; 
Schmelz & 
en. AWE 
ng ellam 
se Saute 

schmel: & 
b ken 
Analyse, 


112 


Zur Frage der Bildung von Vitamin A aus ($-Carotin 
im Organismus der Ratte 
Von 
Hans-Joachim Bielig 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, 
Institut fiir Chemie, Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 1940) 


Nach den Arbeiten von T. Moore?!) sowie von H. Brock. 
mann und M. Tecklenburg!) bilden vitamin-A-freie Ratten, di 
mit ausreichenden Mengen an «-, /- oder y-Carotin gefiittert werden, 


Vitamin A und speichern dieses in der Leber. Als Organ, in den” 


diese hydrolytische Aufspaltung von Carotin erfolgt, wird sei 
T. Moore??) von zahlreichen Autoren ebenfalls die Leber angesehen, 


Fir diese Auffassung sprechen klinische Befunde bei Carotinimif 
einem Krankheitsbild, bei dem die Umwandlung des Polyenfarh 


stoffs in das Vitamin gestért oder unméglich gemacht ist, und da 


meist mit Leberschaédigungen einhergeht?®). Es ist wiederholt ve-§ 
sucht worden, den genannten Ubergang auch in vitro unter deg” 
Einwirkung von Leberpraparaten durchzufiihren. Die meisten Ve 


suche verliefen negativ, positive Befunde sind in Zweifel gezoge 


bzw. widerlegt worden*). Unwidersprochen ist meines Wisse I 
bisher nur die Angabe von H. Willstaedt}%) geblieben, dae” 
6-Carotin das Wachstum vitamin-A-freier Fibroblastenkulturen nuvi 


bei Anwesenheit eines Stiickchens Leber (von einem Hiihnerembry) 


zu steigern vermag. Da Zusatz von Vitamin A (Vogan) die gleich 


Wirkung hervorbringt, so wire dieser Versuch als Beweis fiir di 
Fahigkeit der Leber zur Spaltung von f-Carotin in das Vitam 
anzusehen. 

Wie G. Wald?") und A. C. Krause und A. E. Sidwell’) s¢ 
funden haben, wird Vitamin A, das bereits F. Haurowitz®) wi 
H. v. Euler und E. Adler®) in der Netzhaut festgestellt hatte 
bei Belichtung deutlich vermehrt. G. Wald18) hat diese Beol: 


*) Vgl. die Zusammenfassung bei L. Zechmeister?®). 
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achtung so gedeutet, daB das beim Ausbleichen des Sehpurpurs 
(einer Carotinoid—Eiweifverbindung) zum Sehgelb frei werdende 
(arotinoid ,,Retinen“, in einer zweiten Bleichungsphase in Vita- 
‘tin — win A umgewandelt wird. Da A. C. Krause und A. E, Sidwell’) 
das Vitamin A in rein aus den AuBengliedern der Retina gewonnenen 
Sehpurpurlésungen sowohl vor als auch nach der Bleichung ver- 
missen, muB diese Deutung Walds, wie G. v. Studnitz in einer 
Abhandlung tiber die ,,Physiologie des Sehens‘ !*) mit Recht betont, 
als zu weitgehend angesehen werden. Nach wie vor bleibt jedoch 
die Tatsache der Abhangigkeit der Vitaminbildung vom Belich- 
tungsprozeB bestehen, wenn sie auch auf die von den AuBengliedern 
entbléBte Retina und das Pigmentepithel beschrinkt ist. Hrinnert 
man sich in diesem Zusammenhange an die Feststellung von 
0. Brunner, E. Baroni und W. Kleinau?), nach denen in 
Brock-& der Siugetiernetzhaut f-Carotin chromatographisch nachgewiesen 
ten, diff wurde, so liegt die Frage nahe, ob die Umwandlung der Pro- 
werde,—® vyitamine A in Vitamin A nicht nur in der Netzhaut, son- 
in den dern iberhaupt im Séugetierorganismus eine Reaktion 
ird sei ist, die zu ihrem Ablauf der Gegenwart von Licht bedarf. 
Zeseheu® Stiinde die Tatsache der Vitamin-A-Vermehrung wirklich in direk- 







tindmie tem Zusammenhang mit der Sehpurpuridnderung bei Belichtung, 
yenfarl so kénnten, da nach H. 8S. A. Dartnall, C. F. Goodeve und 
und dif R. J. Lythgoe4) die Quantenausbeute bei der Lichtbleichung des 
olt ve Sehpurpurs nahezu gleich 1 ist, unter der Kinwirkung strahlender 
iter deff Energie verhaltnismaBig groBe Mengen des Vitamins aus dem 
cen Ve (Carotinoid auch bei geringen Lichtintensititen gebildet werden. 
gezoge—™ Kine Antwort auf die gestellte Frage war zu erwarten, wenn 
Wissen A-avitaminotischen Tieren, welche teils im Hellen teils im Dunkeln 
n, da gehalten wurden, ausreichende Mengen an Provitamin A mit der 
ren nF Nahrung zugefiihrt wurden. War die Spaltung der Carotinoide im 
mbry fF Tierkérper lichtabhingig, so durften nur die ,,Helltiere“ ihre 
“gleich | Mangelerscheinungen verlieren, die ,,.Dunkeltiere“ sie dagegen 
fiir di unveriindert beibehalten oder woméglich noch verstirken. 

Vitam Als Versuchstiere dienten Ratten, die unter den im Versuchsteil 


_ beschriebenen Bedingungen gehalten wurden und denen in Arachisél 
11”) ge gelistes krystallisiertes B-Carotin gegeben wurde. Den Test bildete 
2°) wii der kurative Wachstumstest nach den Angaben von A. Scheunert 
hattel./ und M. Schieblich2%) und K. H. Wagner"). 
- Beoi Wie aus den Wachstumskurven (Figur im Versuchsteil) her- 
'Yorgeht, zeigte sich, daB sowohl Hell- wie Dunkeltiere schon nach 
Wenigen Tagen an Gewicht zunahmen. Von ersteren waren sieben, 
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von letzteren sechs Tiere innerhalb von zwei bis drei Wochen yo) 
der hervorgerufenen Xerophthalmie geheilt. Im Organismus der 
Ratte ist demnach mit Sicherheit wenigstens ein Organ vorhanden, 
in welchem f-Carotin auch ohne die Einwirkung von Licht iy 
Vitamin A tibergehen kann. Dieses Organ stellt héchstwahrscheiy. 
lich die Leber dar. Ob daneben in der Netzhaut auch eine photo. 
chemische Umwandlung dieser Art ablaufen kann, laBt sich dure 
obige Versuche nicht entscheiden. SchlieBt man sich der Ansichi 
G. v. Studnitz’) an, da ,,ein lichtempfindlicher Stoff in de: 
retinalen Leitschichten unbekannt und auch theoretisch schwe 
verstiandlich ist‘‘, so wird man die Vermehrung von Vitamin A bei 
der Sehpurpurbleiche und sein Verschwinden bei der Regeneratio 
nur als mittelbare Folge der photochemischen Prozesse, ohne direkt: 
Beteiligung der Lichtenergie selbst, ansehen. Fiir diese Auffassung 
kann das Ergebnis der vorliegenden Arbeit ebenso als Stiitze heran- 
gezogen werden wie die Beobachtung T. Lindquists®), daB beim 
Absinken des Vitamin-A-Gehaltes des Blutserums infolge patho: 
logischer Prozesse unter einen Wert von 70 I.E. pro 100 ccm Serum, 
Hemeralopie nachweisbar und schlieBlich, auch ohne Erschépfuny 
des Leberdepots an Vitamin A, Xerophthalmie hervorgerufen wird. 


Beschreibung der Versuche 


Die Versuchstiere, Albinoratten eigener Zucht mit einem An- 
fangsgewicht von 35—40 g, erhielten eine nach den Angaben von 
R. Kuhn und H. Brockmann§®) bereitete A-vitaminfreie Grund: 
diit. Da bei einem Teil der Tiere nach den ersten Fiitterungstager 
starke Durchfalle auftraten, wurde der Fettgehalt des Futters zu 
gunsten des Caseingehaltes herabgesetzt. Als Vitamin-D- Quell 
verwandte ich an Stelle von Vigantol krystallisiertes Vitamin )) 
in Form einer Doppelverbindung gleichmolarer Mengen des Vitamin 
mit Cholesterin*). Die A-vitaminfreie Diaét, welche zur Ernahruny 
von 80 Ratten etwa 4—5 Wochen ausreicht, hatte danach folgende 
Zusammensetzung: 3500 g Reisstarke (24 Stunden im Trocken- 
schrank auf 120° erhitzt), 2500 g Casein fiir GenuBzwecke (7 Tage 
im Trockenschrank auf 110° erhitzt®), 1500 g gelbes Dextrin 
(Handelsware), 1000 g Arachisél (8 Stunden bei 150° durchliftet), 
1000 g Vitaminextrakt ,,Vitox‘‘, 500g Salzmischung*), 0,5 mg 
Vitamin-D,-Cholesterindoppelverbindung, 1500—2000 cem Wassel. 
Die Diat wurde in Form lufttrockener Tafelechen gegeben’). 


*) Fur die Uberlassung des Praparates danke ich der I. G. Farber 


industrie Akt.-Ges., Werk Elberfeld. 
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‘das ganze Auge ausgebreitet war. In 
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Im Verlauf von 45—60 Tagen hatte sich bei den meisten Tieren 

| eine schwere Xerophthalmie auf beiden Augen herausgebildet, wobei 
gleichzeitig Gewichtskonstanz oder Gewichtsabnahme festzustellen 
Die Augenerscheinungen bestanden im Auftreten eines 
'blutig-serdsen Sekretes, das unter Verklebung der Lidrander auf 


diesem Stadium wurden 
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20 Tiere beiderlei Geschlechts mit etwa gleich ausgeprigter Xer- 
ophthalmie ausgewahlt. 
Nacht mit dem Licht zweier 60-Watt-Tageslichtlampen, die rest- 
Jichen 10 wurden in einen doppelt abdunkelbaren Raum gebracht, 
FWo sie bis zum Versuchsende verblieben. Das Fiittern und Wagen 
Mlieser Ratten geschah bei dem schwachen Rotlicht einer 15-Watt- 
Dunkelkammerlampe. Beide Gruppen erhielten, vom Zeitpunkt der 
‘Trennung an, pro Tier taglich 10 y reines B-Carotin in einem Tropfen 
‘durchliifteten Arachisél mit der Tropfflasche zugefiihrt. Diese Kon- 
Zentration erhalt man beim Lésen von 10 mg Carotin in 25 cem Ol. 


10 dieser Tiere bestrahlte ich Tag und 


Q* 
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Der Versuchsablauf ist aus den Gewichtskurven zu ersehe§ 


(Figur). Mit X ist das oben beschriebene Stadium der Xu. 





ophthalmie erreicht. Der durch diesen Buchstaben geken.—- 


zeichnete Tag ist zugleich der Zeitpunkt, bei dem die Tiere in (i 
Hellgruppe H und die Dunkelgruppe D geschieden wurden. [)y 


Zeichen 10 y entspricht dem Beginn der taglichen f-Carotingal: 
Y g 9 


wahrend Xh die vollendete Heilung der Xerophthalmie anzeig: 
Als geheilt wurden nach K. H. Wagner?*) auch solche Tiere 3), 


gesehen, die neben periokularer Reaktion und Buphthalmus nol — 


geringe Hornhauttriibungen aufwiesen. 


Herrn Professor Dr. R. Kuhn danke ich fiir Anregung w 


Unterstiitzung dieser Arbeit, der Justus-Liebig-Gesellschaft fu 


Uberlassung eines Stipendiums. 
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Beitrage zur Kenntnis der Konstitution 
der Tetraoxy-norsterocholansaure 
Von 
Hideo Isaka 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1940) 


Neuerdings hat K. Ohta’) aus der ,,Gigi‘-Fischgalle eine 


kohlenstoffreichere Gallenséure von der Formel C,,H,,0O, vom 


‘Kchmelzp. 214° isoliert und als Tetraoxy-norsterocholansaiure be- 
‘geichnet, welche von ihm als eine Zwischenstufe des 7-Dehydro- 
‘cholesterins zu 


‘gefaBt wurde, was bereits von Prof. Shimizu behauptet worden ist. 
roy. Soc. @ 


der Gallensfure von 24 Kohlenstoffatomen auf- 


Was die Konstitution der Tetraoxy-norsterocholansaure anbe- 


Aitit, so wurde von Ohta’) wahrscheinlich gemacht, daB sich 


‘drei sekundare Alkoholgruppen in den Stellungen an C,, 
c 


C, und 
,, 1m Molekiil befinden, da die neue Saiure bei der Oxydation 
nit Chromséure @- und #-Triketosdure liefert, diese beiden Siiuren 


fine positive Pikrinsaure - Alkalireaktion nach Jaffé zeigen und 
‘Dei der Oxydation mit Kaliumpermanganat eine Trioxycholansiure 
{lsocholsiure) entsteht. 
Spriinglich neue Saéure zeigen eine positive Hammarstensche 
Reaktion, was es héchstwahrscheinlich macht, 
sekundéren Alkoholgruppen in den Stellungen an ©,, ©, 
(,, befinden. 
fuppen im Molekiil festzulegen, 


Diese Isocholsiure und ebenso die ur- 


daB sich die vier 
, C,, und 
Um diese Stellungen der sekundiren " Alkohol- 
wurde die neue Siure (I) erst 
nach Borsche?) mit Acetylchlorid partiell acetyliert und das 


dabei erhaltene Diacetat vom Schmelzp. 230 ° (II) mit Chromsiure 
partiell 


Non der Formel C,,H,,O, und Schmelzp. 210° erhalten wurde. 


oxydiert, wobei eine aia eecueuiiomtete (ITT) 


Vieselbe Saure (III) wail ebenfalls auch aus Isocholsiure (IV) 
ou der Formel C,,H,,O, durch partielle Acetylierung und durch 
Machfolgende Oxydation gewonnen. 


= 


) Diese Z. 259, 53 (1939). 
) Ber. chem. Ges. 57, 1620 (1924). 
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Andererseits wurde erwiesen, daB die Dehydro-Isocholsiuy:§ 
die sich durch Oxydation mit Chromsiure aus Isocholsaure ergilif 
mit der durch Oxydation der Tetraoxy-norsterocholansaure ¢. 


haltenen «-Triketocholansiure identisch ist. 
Aus Diacetoxy-monoketocarbonsiure wurde erst durch ky. 


duktion nach Wolff-Kischner und dann durch Hydrolyse nj 


Kalilauge eine Dioxysiure von der Formel C,,H,,O, erhalten, di 


sich mit der bekannten Hyodesoxycholsaure (V) als identisch erwig 


Es hat sich also herausgestellt, daB sich die zwei sekundire, 


Alkoholgruppen der Tetraoxy-norsterocholansaure bzw. der Isochol-f 
siure in den Stellungen am ©, und ©, befinden. Dies stimn§ 
dation mit Chromsiure aus der neuen Siure erhaltene e-Triket.§ © 


mit dem Ergebnis von K. Ohta*) tiberein, dab die durch Oxy. 


siure durch die Clemmensensche Reduktion in Allocholansiiu: 


iibergefiihrt wurde. Zuletzt wurde die Diacetoxy-monoketocarbo.§ 





CH, 


shure der trocknen Destillation im Hochvakuum unterworfen wif — 


daraus eine in Nadeln krystallisierte Monoketocholadiensaure (VIF 


von der Formel C,,H,,0, und Schmelzp. 195° gewonnen. 


Aus dieser ungesattigten Saiure wurde bei der katalytischaf 
Hydrierung mit Palladiumschwarz unter Aufnahme von zwe—” 


Molen Wasserstoff eine Monoketocholansaure (VII) von der Form: 


C,,H,,0, und Schmelzp. 183° gewonnen, welche sich mit der auf 


Cholsiure gewonnenen 12-Ketocholansaure‘) identisch erwies. 


Dies spricht dafiir, daf eine andere sekundire Alkoholf 
gruppe in der Stellung an C,, im Molekiil der betreffenden Sauraff 
vorhanden ist. Die oben erwihnte Diacetoxy-monoketochola-§ 
siure wurde also als 3,6-Diacetoxy-12-ketocholansiure festgesteliffe 
und durch Hydrolyse in die 3,6-Dioxy-12-ketocholansiure vif! 


der Formel C,,H,,.0; und Schmelzp. 190° iibergefiihrt. 


247138 > 
Damit wurde die von Ohta aufgestellte Konstitutionsformel 


als richtig erwiesen, die Siure ist also 3,6,12,24-Tetraox§ 


norsterocholansiure. 


a. ae 


; : 
A 


CYET_ Org 


pen 


Diese Tetraoxy-norsterocholansiure zeigt eine positive Hang 


marstensche Reaktion. Bei der Myliusschen Reaktion lef 
Verwendung einer konzentrierten Jodjodkalilésung zeigt sie ef 
rubinrote Farbe, was fiir diese Gallensiure charakteristisch 1: 


Dadurch kann man sie von anderen leicht unterscheiden. 


5) Diese Z. 259, 60 (1939). 
‘) H. Wieland u. W. Kapitel, Diese Z. 212, 269 (1932). 
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Die Hammarsten-Yamasakische Reaktion tritt also nicht 
nur bei Gallensiuren5), die die OH-Gruppe in den Stellungen ap 
C,, C, und C,, oder an C,, C,, mit einer Doppelbindung im 
Ring B tragen, sondern auch bei Gallensiuren auf, die dic 
OH-Gruppe in den Stellungen an ©,, C, und C,, tragen. 


Experimenteller Teil 


I. 3,6-Diacetoxy-12-ketocholansaure und Isocholsdure aus Tetra. 
oxynorsterocholansaure. — 1. Tetraoxy-norsterocholansiure-. 
diacetat. 14 g Tetraoxy-norsterocholansiiure vom Schmelzp. 217° wurden 
nach W. Borsche in 140 cem Eisessig gelést, unter Kithlung 8,5 g Acety!- 
chlorid hinzugefiigt und gelegentlich schiittelnd 3 Tage lang bei Zimmer. 
temperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde in Eiswasser 
eingegossen, wobei sich eine halb krystallinische Masse abschied. 

Die Fallung wurde nach dem Trocknen in Ather gelést und _ bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen, wobei sie zum Krystallbrei verwandelt 
wurde. Der abgesaugte Krystallbrei wurde aus Alkohol mehrmals umkrystalli 
siert. Nadeln vom Schmelzp. 230—231°. Ausbeute. 5 g. 


5,130, 4,250 mg Subst.: 12,697, 10,520 mg CO,, 4,168, 3,475 mg H,0. 


C,,H;.0, Ber. C 67,59 H 9,16 
Gef. ,, 67,49 67,49 ,, 9,10, 9,15. 


Aus dem vom Krystallbrei abgetrennten Filtrat wurden keine Krystalle 
mehr, sondern nur ein Ol gewonnen. Das Ol wurde mit einer 5°/,igen 
alkoholischen Kalilauge hydrolysiert, vom Alkohol abgedampft und unter 
Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure in Ather aufgenommen. Aus dem 
Atherauszug schied sich eine gelatinése Masse ab, die aus Alkohol-Ather 
mehrmals umkrystallisiert wurde. Nadeln vom Schmelzp. 217°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner Tetraoxy-norsterocholansiure. 4 g Tetra: 
oxy-norsterocholansiure wurde also wieder zuriickgewonnen. 


2. 3,6-Diacetoxy-12-ketocholansdure. 4,5 g Tetraoxy-norstero- 
cholansiure-diacetat wurden in 45 ecm Eisessig gelést und mit 30 cem einer 
10°/,igen Chromsiiure—Eisessiglésung tropfenweise versetzt. Beim Verdiinnen 
mit Wasser schied sich nach einer Stunde eine halbkrystallinische Masse 
ab. Sie wurde aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom 
Schmelzp. 210°. Ausbeute 3,1 g. 


4,340, 4,254 mg Subst.: 10,910, 10,695 mg CO,, 3,317, 3,250 mg H,0. 


C.,H,,0, Ber. C 68,57 H 8,57 
Gef. ,, 68,55, 68,56 ,, 8,56, 8,56. 


3. 3,6-Dioxy-12-ketocholansiure. 0,1 g 3,6-Diacetoxy-12-keto- 
cholansiiure wurden mit 20 cem einer 5°/,igen alkoholischen Kalilauge einig¢ 
Stunden lang gekocht, vom Alkohol abgedampft und unter Ansiiuerung mit 
verdiinnter Salzsiure mit Essigester ausgezogen. Aus dem Essigesterauszug 


*) K. Yamasaki, J. of Biochem. 18, 311 (1933); 30, 239 (1939). 
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‘wurde beim Einengen ein Krystall erhalten, der aus Alkohol mehrmals 
‘unkrystallisiert wurde. Blittchen vom Schmelzp. 188—190°. Lieber- 
'mannsche Reaktion: gelbbriiunlichrot. 


1,653 mg Subst.: 12,100 mg CO,, 3,845 mg H,O. 
C.4Hs505 Ber. C 70,88 H 9,42 Gef. C 70,91 H 9,25. 


4, Isocholsiure-diacetat. 0,5 g Isocholsiiure vom Schmelzp. 212° 


‘wurden in 5 cem Eijsessig unter Kiihlung mit 0,3 g Acetylchlorid versetzt 


) 


fund bei Zimmertemperatur 3 Tage lang stehen gelassen. Das Gemisch 
‘wurde in Eiswasser gegossen. Die dabei abgeschiedene halbkrystallinische 
PMasse wurde abgesaugt, getrocknet und aus Ather und Alkohol mehrmals 
Fumkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 240°. Ausbeute 0,15 g. 


1,755 mg Subst.: 11,887 mg CO,, 3,778 mg H,0O. 
CogH 4,0, Ber. C 68,29 H 8,94 Gef. C 68.17 H 889. 


5, 3,6-Diacetoxy-12-ketocholansiiure aus Isocholsiure- 


Fdiacetat. O,1 g Isocholsiiure-diacetat wurden in | cem Eisessig gelést, mit 
0,7 cem einer 10°/,igen Chromsiure-Eisessiglésung tropfenweise versetzt 
‘ud eine Stunde lang stehen gelassen. Die bei der Verdiinnung mit Wasser 
abgeschiedene, halbkrystallinische Masse wurde abgesaugt und aus Alkohol 
‘mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 210°. Die Siure zeigte 
mit der aus Tetraoxy-norsterocholansiure keine Schmelzpunktdepression. 


1,150 mg Subst.: 10,430 mg CO,, 3,170 mg H,0O. 
C,,H,,0, Ber. C 68,57  H 8,57 Gef. C 68,48 H 8,55. 


II. Hyodesoxycholsaure aus3,6 - Diacetoxy-12-ketocholansaure. — 


3,6-Diacetoxy-12-ketocholansiure-semicarbazon. 1g der Saéure 
pwurde mit alkoholischer Semicarbazidlésung 7 Stunden lang gekocht, die 
aus | g Semicarbazidhydrochlorid, 1 g krystallisiertem Natriumacetat und 
20 cem Alkohol bestand. 


Das dabei gallertartig abgeschiedene Semicarbazon der Siure wurde 


cuach dem Erkalten abgesaugt und gut getrocknet und war dann ein weiBes 
Pulver. Ausbeute 1,1 g. 1g Semicarbazon der Siure wurde mit 1g 
Natrium in 20 ecem absolutem Alkohol gelést und in einem dicht ver- 
schlossenen Glasrohr bei 180° 5 Stunden lang erhitzt. Das Reaktions- 
Fcemisch wurde in Wasser abgegossen, vom Alkohol abgedampft und unter 
‘Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiiure ausgefiillt. Die gut getrocknete 
‘Yillung wurde in Essigester digeriert. Die dabei als Krystallbrei abge- 
schiedene Masse wurde aus Essigester mehrmals umkrystallisiert. 


Breite Nadeln vom Schmelzp. 198°. Ausbeute 80 mg. Liebermann- 


sche Reaktion: violettrot. Bei der Mischprobe mit reiner Hyodesoxychol- 
siure zeigten sie keine Schmelzpunktdepression. 


3,935, 3,740 mg Subst.: 10,590, 10,066 mg CO,, 3,573, 3,405 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 73,46 H 10,20 
Gef. ,, 73,39, 73,40 », 10,16, 10,19. 


III. 12-Ketocholansaure aus der 3,6-Diacetoxy -12-ketocholan 


saure. — 1. 12-Ketocholadiensiure. 2g der reinen 3,6-Diacetoxy- 
J2-ketocholansiiure wurden in einem kleinen Schwertkolben unter CO, auf 
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220—230° eine Stunde lang erhitzt und dann weiter die Temperatur 
340—350° steigernd im Hochvakuum destilliert. Das gelblich gefirbte dip: 


Destillat wurde aus verdiinntem Methanol mehrmals umkrystallisiert. 
Nadeln vom Schmelzp. 193—195°. Ausbeute 0,5 g. 


3,850, 3,455 mg Subst.: 10,950, 9,835 mg CO,, 3,125, 2,825 mg Hi, 


Cy,H,,O, Ber. C 77,84, H 9,19 
Gef. ,, 77,56, 77,62 9,09, 915. 


9 


2. 12-Ketocholansiure. 0,4 g 12-Ketocholadiensiure wurden ; 
10 cem Eisessig unter Zuleitung von Wasserstoff 4 Stunden lang 1; 
Palladiumsehwarz geschiittelt, wobei unter Aufnahme von zwei Mol Wasser 
stoff die Reaktion endete. Das von Palladium abfiltrierte Filtrat wurde ; 
Kiswasser eingegossen. Die beim Zerreiben fest gewordene Masse wurd 
abgesaugt und aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert.  Blittche: 
vom Sehmelzp. 183°. Ausbeute 0,1 g. 


3,372, 3,246 mg Subst.: 9,495, 9,120 mg CO,, 3,055, 2,900 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 77,0! H 10,16 
Gef. ,, 76,78, 77,10 ,, 10,14, 9,90. 


Methylester der Siiure. 50 mg 12-Ketocholansiure vom Schmelz 
punkt 183° wurden mit ditherisecher Diazomethanlésung methyliert und av 
Methanol umkrystallisiert. Blittchen vom Schmelzp. 152°. Dieser Este 
zeigte mit reinem 12-Ketocholansiiuremethylester keine Schmelzpunkt 


depression. 
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Kinige Versuche zum Abbau der Fettsauren 
Von 


H. Glaser 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Militérarztlichen Akademie Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. August 1940) 


Knoop?) wies durch die Verfiitterung phenylierter Fett- 


Fsiuren nach, daB ihr Abbau auf dem Wege der f-Oxydation 
erfolgte. (Quastel und Wheatley’) gingen zu Versuchen am 
‘iiberlebenden Gewebe iiber. Sie stellten im Warburgversuch 
Feine Oxydation der Fettsiiuren fest. Mit Ausnahme der Aceton- 
"kérper wurden keine Zwischenprodukte des Fettsiiureabbaues ge- 
‘funden. Bei Versuchen mit diinnen, iiberlebenden Schnitten von 
'Meerschweinchen- und Rattenlebern in Lisungen gesittigter Fett- 
‘siuren bis zu 8 C-Atomen, beobachteten sie fiir die Fettsiuren 
‘mit gerader C-Atomzahl die Bildung erheblicher Mengen von 
| Acetessigsiure und Aceton. Ciaranfi*) befabte sich mit dem 
| Abbau der Buttersiure durch iiberlebende Meerschweinchenleber- 
‘schnitte in Bicarbonat- und in Phosphat-Ringerlésung und stellte 


Acetessigsiure und #-Oxybuttersiure fest. Leloir und Munoz’) 


/verwendeten Rattenleberschnitte und gesittigte Fettsiiuren bis 
zu 8 C-Atomen und fanden fiir die Sauren mit paariger C-Atom- 


zahl mehr Ketonkérper als fiir die mit unpaarer. Die Arbeiten 


/von Lang) und Mitarbeitern zeigten, daB aus gesittigten Fett- 
Siuren ungesittigte entstehen. Mittels der Thunbergmethode 
wurde in Muskulatur, Leber, Niere, Lunge, Milz, Fett und Diinn- 
darm der Ratte eine, fiir die hdheren, gesiittigten Fettsiuren 
| Spezifische Fettsiuredehydrase nachgewiesen, deren Affinitat mit 
Fabnehmender C-Atomzahl sinkt. Ihr Coferment ist die Muskel- 
: adenylsiiure; ebenso wirkt Adenosin, nicht jedoch Adenin. 


') Beitr. chem. Physiol. u. Path. 6, 150 (1905). 

‘) Biochemie. J. 27, 1753 (1933). 

) Biochem. Z. 285, 288 (1936). 

‘) Biochemie. J. 33, 734 (1939). 

Diese Z. 261, 240, 249 (1939); 263, 240 (1940). 
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Es sollten nun in Versuchen, die den Verhiltnissen jy f 


tierischen Kérper méglichst gerecht werden, die Produkte de, 
Fettsiuredehydrierung nachgewiesen werden. 


1. Versuch ungesattigte Fettsiuren nachzuweisen 


Um ungesittigte Fettsiuren nachzuweisen, wurden  iiber.§ 


lebende Schnitte von Kaninchenleber, Leber, Niere und Milz yo, 
Ratten mit dem Natriumsalz der verschiedenen Fettsiuren jy 
Bicarbonatlésung (H. A. Krebs) zusammengebracht und 2 Stunde 


bei 38,2° geschiittelt. Dann wurden die Fettsiuren wieder extra. f 


hiert und nach der Methode von Rosenmund-Kuhnhenn’) di 
Jodzahl bestimmt. Untersucht wurden Capron-, Capryl-, Nony)- 
Caprin- und Myristinséure. Aus T'ab. 1 ist als Beispiel das Er. 
gebnis fiir Nierenschnitte mit Nonylsiiure zu ersehen. 


Tabelle 1 


m/200-Thiosulfatverbrauch in cem on mit m/100- 
pro mg Nierentrockensubstanz nonylsaurem Na 
(Mittelwerte} | 0,076 0,077 


Auch bei allen iibrigen Versuchen lagen die beiden Wert: 
innerhalb der Fehlergrenze. 

DaB bei dieser Versuchsanordnung die Fettsiuren iiberhau) 
angegriffen werden, ist durch die Untersuchungen von Quastel’ 
hinreichend erwiesen. Es muS also geschlossen werden, daB sic! 


beim Abbau der Fettsiuren unter diesen Bedingungen kein 
nachweisbaren Mengen von ungesittigten Fettsiuren ansammeli. 


2. Versuch fliichtige Sauren nachzuweisen 


Als nachstes sollte die Frage geklirt werden, ob sich bein 
Abbau der hoheren Fettsiuren fliichtige Séuren bilden. Selbst- 
verstiindlich konnten hierbei nur Fettsiuren mit groBer C-Aton- 
zahl untersucht werden, da die niedrigen selbst zu fliichtig sind. 
Nach zweistiindiger Reaktion von Rattennieren- und -leberschnitte 
mit Myristinsiure in Phosphatsalzlésung bei 38,2° wurde dle 
Menge der fliichtigen Siiure titriert. Aus Tab. 2 sind die Er 
gebnisse zu ersehen. Da die Gewichte der Schnitte sehr kleu 
waren und die Méglichkeit eines nur niedrigen Umsatzes besteht 
wurde derselbe Versuch im Makroansatz mit Laurinsiure durch- 
gefiihrt. Das Ergebnis ist in Tab. 3 zusammengefaBt. 


aa 


‘) Z. Unters. Nahr.mitt. usw. 46, 154 (1923). 
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Tabelle 2 


149mg Nierenschnitte ergeben ohne Myristinsiiure 
0,08 cem n/100-fliichtige Siiure 
12,8 mg ,, (trocken) ergeben mit 4 cem m/100-Myristinsiiure 
0,09 cem n/100-fliichtige Siure 
15,3mg Lebersehnitte ergeben ohne Myristinsiiure 
0,08 cem n/100-fliiehtige Siiure 
10,9 mg ,, (trocken) ergeben mit 4 cem m/100-Myristinsiiure 
V,11 cem n/100-fliichtige Sidure 
Kontrollwert 4 cem m/100-Myristinsiiure 
0.06 ¢cem n 100-fliichtige-Siiure 


rh) 
Labelle 3 
0,90 ¢ Nierenschnitte ergeben ohne Laurinsiure 
2,49 ecem n/100-fliichtige Séure 
0,40 ¢ ,, (trocken) mit 15 eem m/100-Laurinsiiure 
2,47 ecm n/100-fliichtige Siure 
2.20 g Leberschnitte ergeben ohne Laurinsiiure 
2,25 eem n/100-fliichtige Siiure 
120 g » (trocken) ergeben mit 15 cem m/100 Laurinsiiure 
2,36 cem n/100-fliichtige Siiure 


Aus beiden Versuchen ergibt sich, daf keine nachweisbaren 


‘Mengen fliichtiger Siuren auf Kosten der zugesetzten Fettsiiure 


rentstehen. 
Von Verkade’) und Flaschentriger®’) wurde ein weiterer 
Wes des Abbaus von Fettsiiuren festgestellt, die w-Oxydation. 


Nach dieser Auffassung miiBten Dicarbonsiuren Zwischenprodukte 


ides Fettsiureabbaus sein. Ist dies der Fall, so besteht die 


Miglichkeit, daB die Dicarbonsiiuren durch die von Lang’) be- 


Schriebene Fettsi iuredehydrase dehydriert werden. 
In seiner Arbeit ,,Uber die tierische Fettsiuredehydrase und 


ihre Codehydrase“ fiihrt Lang®) den Nachweis, daB Stearinsiure 
Murch die Fettsiuredehydrase und ihr Co-Ferment, Muskeladenyl- 
iure, zu Olsiiure abgebaut wird. Weiterhin ist diet ausgefiihrt, 
Mab die Spezifitit dieses Fermentsystems fiir die gesittigten 


Wettsiiuren mit fallender C-Atomzahl, fiir die ungesiittigten mit 
@unchmender Zahl der Doppelbindungen abnimmt. Die an- 
Begebene Versuchsanordnung wurde beibehalten, ebenso die be- 


- 


‘) Diese Z. 215, 225 (1933). 
*) Diese Z. 225, 157 (1934). 
) Diese Z. 261, 240, 249 (1939). 
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schriebenen Sammelréhrchen an Stelle der gewohnlichen Thup.f 
bergroéhrchen, da das Hahnfett die Versuchsergebnisse ste 
filschte, wenn es mit der Fliissigkeit in Beriihrung kam, wah. 
bei der Konstruktion der Thunbergréhrchen unvermeidlich jy?“ 


3. Wirkung der Fettsauredehydrase auf Dicarbonsduren 
Fiir die Versuche wurden die K-Salze der Hexadecand.— s 
carbon(1,16)-, Sebacin-, Azelain-, Kork-, Adipin- und Glutarsiiu: 
im Vergleich mit K-Stearat und destilliertem Wasser verwendef 
Die Ergebnisse zeigt Tab. 4. 





Tabelle 4 


Die Ansiitze enthielten: 1 ccm Rattenleberextrakt (frisch), 60 y Adenosiy 
| com m/100-Diearbonsiiure, 0,2 cem Methylenblau 1:5000. 





Knttiirbungszeiten 











Hexadeecandicarbonsaures K . ..... > 90 Minuten 
Sebacinsaures K........ ae a ar se SD 
Azelainsaures KK... .. . se: oe ae a A SU i 
I a a a SO 
Adipinsaures K ....... b Dab fete & 85 
Gplutarsaures BR... 1.4... : ss eae oe SO 
Kontrollen: Mit stearinsaurem K und Co-Ferment . . D5 
Mit stearinsaurem K ohne Co-Ferment _. > GO 
Ohne Fettsiiure mit Co-Ferment ... . 90 die 











rbt 

Die héheren Dicarbonsiiuren werden also von der Fettsiiue dene 
dehydrase nicht angegriffen. Das ist um so erstaunlicher, als dit 
Stearinsiure mit ihren 18 C-Atomen sehr gut, die Hexadecantf 
carbonsiiure (1,16) mit derselben C-Atomzahl aber iiberhaupt nici 
dehydriert wird. Dieser Befund beweist, daB die Fettsiiuredehy 
drase spezifisch auf die einbasischen Fettsiuren eingestellt 1 

Es bestand noch die Méglichkeit, daB die Dicarbonsiure! 
durch ein anderes Dehydrasesystem abgebaut werden, dessen eit 
Komponente bei der Reinigung der Fettsiurecodehydrase verloré 
geht. Daher wurden die Versuche mit der Cozymasemenge von ‘VU 
wiederholt (vgl. Tab. 5). 

Tab. 4 und 5 beweisen, da® die Fettsiuredehydrase nicl! 
imstande ist, die Dicarbonsiiuren zu dehydrieren, auch nicht lé 


I 


Anwesenheit von Cozymase. Hiernach erscheint es unwahrschej™me \ 
lich, daB eine Dehydrase dieser Dicarbonsduren in unserem Leberfmliwah 

. €e 1, : 
extrakt vorhanden ist. MAK 
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T hun. 
se Stet 
im, waked Die Ansiitze enthielten: 1 com Rattenleberextrakt (iilter), 70 y Cozymase, 
lich at {ccm m/100-Dicarbonsiiure, 0,2 eem Methylenblau 1:5000. 


Tabelle 5 





 — ———<—$<$ << —_——_— : - = 





” Entfirbungszeiten 
decand.@agSebacinsaures K. 2... 2. 1 we ee ee 62 Minuten 

—" I hy gk Ge ww Oe a eS we ei) 
sai ON ae a ae ee 60 
rwendel® . ‘ r ‘ oT i 
: Koutrollen: Mit stearinsaurem K mit Co-Ferment. . 17 
; Mit stearinsaurem K ohne Co-Ferment . > 120 
Ohne Fettsiiure mit Co-Ferment ... . 7U 

Adenosiiff Im Zusammenhang hiermit verdient noch eine Erscheinung 


besondere Beachtung. Ansi&tze mit Bernsteinsiiure werden nim- 
li ch von unseren Leberextrakten sehr schnell entfirbt. Das be- 
gszeitel Bmmht darauf, daB diese Extrakte noch die Bernsteinsiiuredehy- 
idrase enthalten. Die Tatsache, daB in unseren Versuchen keine 
der Homologen der Bernsteinsiurereihe dehydriert wird, beweist 
ermeut die strenge Spezifitat der Bernsteinsiiuredehydrase. 





inuten 


4. Wirkung der Fettsiuredehydrase auf Ester 


Um die Frage zu klaren, ob eine veresterte Carboxylgruppe 
@ie Dehydrierung der Fettsiuren beeinfluBt, wurden die Ent- 
rbungszeiten des Distearin und des palmitinsauren Athyl mit 
denen des K-Palmitats und destilliertem Wasser verglichen. 









attsivure 








als die 
decanti™ Tabelle 6 
ipt nicl! Dj ? A itz7A > 1a Ine Fy) pea ‘ » ‘ y ak > y 

= ie Ansiitze enthielten: 0,5 ccm Rattendarmextrakt, 100 7 Adenyl 
uredeby 8 ire, 1] eem m/100 Kster, 0,2 cem Methylenblau 1: 2000. 
tellt 1: 
ynsaureye Entfiirbungszeiten 
sen ell Q) === + 

p Viste: irin 15 Minuten 
verlorai ” . . . 7 . . . . . . . . . . . . a 

=) almitinsaures Athy]. ar ay cpa ee ees Pay a 38 22 -. 
von iV) PK-Palmitat . . . aren a a eee 20 

Kontrolle ohne Fettsiiure ee eee ee eee ee 35 

se niclifme 


‘icht lef Diese Ester werden also dehydriert. Ob dieser Dehydrierung 
rscheil fe Verseifung vorausgeht, wurde nicht festgestellt. Es ist jedoch 
a Leber BWahrscheinlich, da “die Lipasen im allgemeinen eine lingere 

maktionsdauer bendtigen. 








H. Glaser, 









Experimenteller Teil u 
1. Reaktion von iiberlebenden Ratten- und Kaninchenorgaf e 


schnitten mit gesattigten Fettsiuren in Bicarbonatsalzlisy 
Extraktion und Bestimmung der Jodzahl: Es wurden m/100-Lisungof 
des Natriumsalzes der niederen Fettsiuren in Bicarbonatlésung (H. A. K re}, 
verwendet. Bei Fettsiuren mit mehr als 8 C-Atomen fallen  unlislic), 
Kalkseifen aus. Daher wurde bei Fettsiiuren iiber 8 C-Atomen eine Biwi 
bonatlésung ohne Calcium- und Kalium-lIonen aber sonst gleicher Zusamme | 9 
setzung benutzt. Trotzdem geht Natriumpalmitat auch darin nicht zu m }) 
in Liésung. Vor der Verwendung dieser Seifenlésungen wird 10 Minute 
lang ein Gasgemisech von 95°/, O, und 5°/, CO, durehgeleitet. : 
Dann werden in bekannter Weise méglichst diinne Organschnitte hy L® 
gestellt und in Bicarbonatlésung eingelegt. Zu den Leerversuchen werdy 
4cem Biearbonatlésung gegeben, zu den iibrigen 4 cem der m/100-Feh py, 
siurelésung. 5 Minuten lang wird das System mit einem Gemisch yh Qur 
95°/, O, und 5°, CO, im Schiittelapparat bei 38,2° C durchstrémt. Nach deff gle 
luftdichten VerschlieBen der Hiihne wird 2 Stunden weiter geschiittelt. J gnc 
Nun wird die Fliissigkeit aus jedem Glischen in je einen 25 cem Mef © 
kolben gefiillt, 2mal mit redestilliertem Athylalkohol nachgewaschen, if 
kochenden Wasserbad eben bis zum Aufkochen erhitzt, nach dem Abkiihiaf 


Vee }] 













filtriert und jedes fiir sich weiter behandelt. Vom Filtrat werden 20 cw 
(*/, des extrahierten Fettes) abpipettiert, im Schiitteltrichter mit 20 ew 
destilliertem Wasser verdiinnt und tropfenweise 2n-Salzsiiure bis zur sai 
Reaktion zugesetzt. Dann wird das erstemal mit 20 cem, das zweite wi 
drittemal mit je 10 cem Petroliither ausgeschiittelt und dieser in eine 
Erlenmeyer-Kolben mit Schliff gegossen. Der Petroliither mub du 
mehrmaliges Ausschiitteln mit konzentrierter Schwefelsiure und Redestillat 
besonders gereinigt sein. Nach Zugabe von 2 Glasperlen verdampft 1 
ihn auf dem Wasserbad bis auf einen kleinen Rest. Unter Einleiten vi 
getrocknetem Stickstoffgas mittels gebogenen Glasrohres wird der Petn— 
iither véllig verdampft und der Kolben sofort mit Glasstopfen verschloss 

In die einwandfrei trocknen Kélbchen gibt man 5 cem des frisch | 
verdiinnten Brompyridinreagens nach Rosenmund-Kuhnhenn und | 
sie verschlossen unter 6fterem Umschwenken 15 Minuten stehen. Due” 
wird nach Zusatz yon 1 cem einer etwa 5°/, igen Kaliumjodidlésung ut” 
n/200-Natriumthiosulfat titriert. Yon den Organsehnitten wird das Trockt 
gewicht ermittelt. 


2. Reaktion von iiberlebenden Rattennieren und -leberschnitte§ 
mit m/100-Myristinsaure in Phosphatsalzlésung und Bestimmung th 
flichtigen Saéuren. — a) Mikroansatz: Die Gewebsschnitte werl(§ 
2 Stunden bei 38,2° in 4 cem Phosphatsalzlésung bzw. m/100-Myristinsiu yy” 
Phosphatsalzlésung geschiittelt. Dann werden sie in einen 10 cem-Me & 
kolben iibergespiilt, der nach Zusatz von 1 ecem Wolframat und | ‘i 
0,67n-Schwefelsiiure mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgetlqe” 
wird. Nach dem Filtrieren werden 2,5 cem des Filtrats in der yon His E 
berg’) angegebenen Apparatur bei 60° im Vakuum bis zur Trockie 





) Klin. Wschr. 1935, 792. 
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destilliert. In der Vorlage sind 3 cem n/100-Natronlauge. Dann wird die 
Vorlage mit n/100-Schwefelsiiure gegen Methylrot titriert. Zur Kontrolle 
werden 4 ccm der m/100-Myristinsiure mit 1 cem Wolframat, 1 cem 


9.67 n- -Schwefelsiiure und destilliertem Wasser auf 10 cem aufgefiillt und 
in der oben besehriebenen Weise weiter verarbeitet. 


“ine gréBere Menge iiberlebender Rattenorgan- 
Bicarbonat- bzw. m/100-Laurinsiiure—Bicarconat- 
» CO, bei Rattentemperatur 


b) Makroansatz: 


gchnitte wird in 15 cem 


weiter aufgearbeitet. Bestimmung des Trockengewichts der Schnitte. 


3. Darstellung der Dehydraselosung: Auf die Beschreibungen yon 
Lang'') und Cremer™) wird verwiesen. 


4. Herstellung von m/100-Losungen hoherer Fettsaure-Ester: 
Ester der héheren Fettsiiuren in Wasser nicht léslich sind, wurde 
Die Fliissigkeit mu 


gieichmibige, milchihnliche Emulsion erzielt. warm 


pid gut geschiittelt zugesetzt werden. 


: Zusammenfassung 


yon Ratten- und Kaninchenorganen sais gesittigten Fettsauren 


B ittlerer C-Atomzahl konnten keine ungesittigten Fettsiiuren 
pachgewiesen werden. 
Bei der Reaktion diinner Rattenorganschnitte mit hoch- 


gesittigten Fettsiuren entstehen keine nachweis- 





Dicarbonsiiuren werden von der Fettsiuredehydrase nicht 


Distearin und palmitinsaures Athyl werden von der Fett- 


1 Ffiuredchy ‘drase dehydriert. 
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') Diese Z. 261, 245 (1939). 2) Diese Z. 263, 240 (1940). 
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Harnsaure und Hypoxanthin als Pigmentbestandteile 
der Fliigel von Pieriden 


Von 


Arnold Tartter 


Mit 3 Figuren auf Tafel VI 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinche; 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1940) 


Harnsiure war aus dem Fliigelpigment der Pieriden noi 


nicht isolert worden. V. B. Wigglesworth!) bestimmte kolor: 
metrisch mit Hilfe der Phosphorwolframsiéure-reaktion in dag — 


Fliigeln von Pieris brassicae die Harnsiéure zu 0,3—0,5 mg pn 


Falter. H. Wieland?) und Mitarbeiter konnten aus dem Exknf 


/ 


ment frisch geschliipfter Kohlweiblinge und bei Verarbeitung vol: 
stiindiger Schmetterlinge Harnsiiure isolieren. 


Es gelang nun auch Harnsiure im Fliigelpigment nachz 
weisen und abzutrennen. Aus dem eingeengten ammoniakalischei 
Auszug der Fliigel von etwa 850000 KohlweiBlingen, einem (ef 
misch der Pieriden P. rapae, P. napi und P. brassicae, wurdef 


170 g Rohleukopterin”?) und 10 g Harnsiure gewonnen. Der At 


teil der Harnséure im Fiigelpigment legt bedeutend unter dag 


von Wigglesworth angenommenen Wert. Die Identifizieruy 
der Harnséure wurde durch Analyse, Oxydation zu Allantoin w 
durch Vergleich der Debye-Scherrer- Diagramme (vgl. Figure 


auf Tafel VI), die ich Herrn Dipl.-Ing. H. Plieninger verdank§ 


durchgefiihrt. Das Réntgenphotogramm der Harnsiure ist deutlic 
von dem des Leukopterins verschieden. 

Nach Abtrennung einer kleinen Menge Harnsiure und « 
Kiweibverbindung des Pterobilins*) konnte aus dem eingeengte! 
wiBrigen Auszug der Pieridenfliigel Hypoxanthin durch Quec: 
silberacetat ausgefallt werden. Analysen der freien Verbindu: 
und seines Nitrates, sowie sein Verhalten gegen Xanthindehydraé 
dienten zur Identifizierung. Hypoxanthin wurde etwa zu 0,005 
pro Falter isoliert; doch diirfte bei der Extraktion nur ein Te 
der Purinbase in Lésung gegangen sein. 
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Debye-Scherrer-Diagramme 





Mig. 1. Leukopterin’) 





Fig. 2. Harnsiiure synth. 





ig. 3. Harnsiiure aus Pieridenfliig¢el 


Hopy ’ 


Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 266, Tafel VI 


Zu Arnold Ta rtter, 


Harnsiiure und Hypoxanthin als Pigmentbestandteile 


der Fliigel yon Pieriden.* (Seite 130) 


































arnsiure u. Hypoxanthin als Pigmentbestandteile d. Fliigel v. Pieriden 13] 


Nach der Isolierung von Xanthin‘) und der Identifizierung 
jes Guanopterins mit Isoguanin®) durch Rk. Purrmann ist mit 
der Auffindung von Harnsaéure und Hypoxanthin die Anzahl der 
einfachen Purine im Fliigelpigment auf vier angestiegen. Neben 
jen Pterinen muB im Stickstoffhaushalt des Schmetterlings dem- 
nach auch den Purinen eine bedeutende Rolle zugesprochen 
werden. 

Aus der wiBrigen Extraktion konnte auBerdem Cholin als 
schon krystallisierendes Reineckat gewonnen werden. Im Filtrat 
verblieben verschiedene Aminosd&uren, die noch nicht syste- 
matisch untersucht wurden. Den Hauptanteil stellt 1-Leucin 
day neben Histidin und wahrscheinlich Isoleucin. 


Versuchsteil 


Harnséure. Der ammoniakalische Auszug der Fliigel von 
s50000 Pieriden wird auf ein Zehntel seines Volumens eingeengt 
und in der Kalte das ausgefallene Leukopterin abgeschleudert. 
Im Verlaufe einer Woche scheidet sich in der Mutterlauge eine 
velbbraune Substanz zum Teil krystallin in einer Menge von 15 g 
ab. Durch Extraktion mit heiBer 2n- Salzsiiure oder Wasser 
werden 10 g Harnséure erhalten, die in alkalischer Lésung durch 
kurzes Aufkochen mit wenig Kohle gereinigt werden. In heibe 
2n-Schwefelsiure getropft, krystallisiert die Siure in fast farb- 
losen Krystallblittchen aus. Das Natriumsalz wird aus }/, n- 
Sodalésung in den typischen langen weiBen Nadeln erhalten. 
Kine ammoniakalische Silbersalzlésung wird in der Kilte sofort 
reduziert; die Murexidreaktion verliuft positiv. 


490, 5,933 mg Subst. (getr. bei 150° i. V.): 5,244, 5,213 mg CO,, 
(836, 0,855 mg HO. 2,185, 2,119, 1,890 mg Subst.: 0,674, (24°, 722 mm), 
(654 (23°, 721 mm), 0,571 (23°, 719 mm) ecem N,. 

C,H,O,N, (168,1) Ber. C 35,72 HT 2,40 N 33,33 
Gef. ., 35,84 , 2,34 , 33,68, 32,75 
36,15 2.43 32 98 


Allantoin. bei der Oxydation mit alkalischem Permanganat 
wird Allantoin vom Zersetzungspunkt 229° erhalten, das bei 
_(er Mischprobe mit Allantoin aus synthetischer Harnsiiure vom 
 Zersetzungspunkt 229—230° keine Depression gibt. 
Hypoxanthin. Zur Isolierung des Chromoproteids des Pterobilins%) 
| wird der eingeengte wiiBrige Auszug der Pieridenfliigel mit Ammonium- 
‘ulfat gesiittigt. Bei Aufarbeitung der Mutterlauge wird das Ammoniumsulfat 


“un gréBten Teil durch Alkoholzugabe, der Rest mit Baryt wieder entfernt. 
9* 
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Die eingeengte neutrale Lisung wird mit Quecksilberacety{ 
versetzt und der erhaltene Niederschlag nach 24 Stunden abg.f 


schleudert. Nach Spaltung mit Schwefelwasserstoff krystallisier: 
aus dem eingeengten Filtrat Hypoxanthin in spindel- oder wet. 


steinformiger Gestalt. Aus heifem Wasser umkrystallisiert gleiche:— 
die Krystalle dem von H. Steudel®) veréffentlichten Photogramny§ 


von Hypoxanthin. Die Substanz gibt keine Murexidreaktion; di 
Kosselsche Probe ist schwach positiv. Mit ammoniakalische; 


Silbersalzlésung wird Hypoxanthinsilber als weiBer Niederschla 


erhalten. 
3,655 mg Subst. (getr. bei 100° im Hoehy.): 5,900 mg CO,, 0,975 mi 
HO. 2,068 mg Subst.: 0,743 cem N, (22°, 720 mm). 
C.H,ON, (136,1) Ber. C 44,12 H 2,94 N 41,17 
Gef. ,, 44,02 » 2,99 » 30,38. 


Hypoxanthin-nitrat. Hypoxanthin wird in wenig heiBer ver. 


diinnter Salpetersiure (1:10) gelést und filtriert. Beim Erkalteuf 
scheiden sich durchsichtige tonnenférmige Krystalle aus. lf 
wenig Wasser aufgenommen wird das Hypoxanthin-nitrat buff 


Zugabe von konz. Salpetersiure wieder krystallin ausgefiallt. 


4,075 mg Subst. (getr. bei 110° im Hochy.): 4,451 mg CO,, 1,054 mg 


HO. 1,785 mg Subst. 0,562 (20°,717 mm) ecem N,. 
C.H,ON, - HNO, (199,1). Ber. C 30,16 H 2,53 N 35,18 
Gef. ,, 29,79 1 00 5, 34,62 . 


Dehydrierung‘) von Hypoxanthin. 6,15 mg Hypoxanthin wer 


den in 1 cem n,;10-NaOH gelést, mit 2 cem m/5-prim. Natriumborat w 
2 cem Milch versetzt und bei 30” mit Luft geschiittelt. 
Aufnahme von 1 Mol O, (30°, 720 mm). Ber. 1,18 cem O, 
Gef. 1,39 cem O,. 


Cholin. — Cholin-reineckat*). Das vom Fiillungsmittel befreit 
eingeengte Filtrat wird auf 50° erwirmt und mit Reineckesiiure - Losuy: 
versetzt. Rasch krystallisiert in sechsseitigen Tafeln ein glitzerndes Reineck:! 
vom Zersetzungspunkt 255° aus. 

Cholin. Zur Spaltung wird das Reineckat in Aceton gelést, mit ver 
diinnter Schwefelsiiure angesiiuert und ausgeithert. Mit Baryt wird dr 
Siiure wieder entfernt und das Filtrat zur Troeckne gebracht. Trotz mebr 
tiigigem Stehen iiber Atzkali und Schwefelsiiure behilt die Substanz ihr 
sirupdse Form und zeigt keine Neigung zur Krystallisation. An der Li! 
nimmt sie Kohlensiiure auf; bei Einwirkung von Natronlauge wird Tr 
methylamin frei. 

Cholin-chloroplatinat. Eine mit Salzsiure angesiiuerte Cholit 
lésung wird mit wiBriger Platin-chlorwasserstoffsiiure versetzt. Beim i 
engen werden radial angeordnete gelbe Krystailprismen erhalten, die bé 
230° schmelzen und sich bei 234° zersetzen. Nach der Literatur liegt de 


yoo YoO7 
re 


Zersetzungspunkt bei 230—232°%) baw. 237—-241°?). 











beraceta: f 
en abge.f 


stallisier: 
er wetz. 


gleiche§ 


togramn 
tion: die 
kalische: 


lerschlay 


0,975 me 


‘Ber ver. 


Erkaltell 


aus. | 
trat bie 
allt. 
1,054 
18 

= 


Yai » 


thin = wer 
yorat ub 


uN 
Bis 


| befreit 
e- Losuu 
Reineckit 


mit ver 
wird di 
otz mebr 
jtanz ibn 
der Lut 


wird Tr 


e Choliv 
Jeim Ein 
, die bei 


liegt aer 





Harnsiiure u. Hypoxanthin als Pigmentbestandteile d. Fliigel v. Pieriden 1383 


ese 





1,664 mg Subst. (getr. bei 100° im Hochy.): 3,412 mg CO,, 
1.469 mg Pt. 


1,790 mg 
H,Q, 


C,,Hy.N,O,Cl,Pt (616,3) Ber. © 19,48 H 4,58 Pt 31,68 
Gref, 19,95 1,30 31,50. 
Cholin-pikrat. Eine alkoholische Cholinlésung wird warm mit 


alkoholischer Pikrinsiurelésung versetzt. 
matische Krystalle ab, die bei 237 


Raseh scheiden sich gelbe pris- 
-238° (Literatur: 240°) sehmelzen. 


{210 mg Subst. (getr. bei 100° im Hoehy.): 6,183 mg CO,, 1,856 mg 


HO. 2.940 mg Subst.: 0,444 cem N, (24°, 721 mm). 
C,,H,,O.N, (832.3) Ber. C 39,76 H 4,85 N 16,86 
Gef. 10,05 » 4,00 16,47. 


Cholin-pikronolat. Alkoholische Cholinlésung wird mit alkoholischer 
versetzt und eingeengt, wobei kleine gelbe Stiibchen in 
biischeln vom Sechmelzp. 186° erhalten werden. 


Pikrolonsiure 


Aminosauren. Histidin. Nach Entfernung der iiberschiissigen 
Reineckesiure wird die neutrale Mutterlauge mit Phosphorwolframsiiure 
versetzt und der abgeschleuderte Niederschlag durch Baryt gespalten. Aus 
dem hierbei erhaltenen Filtrat wird das Histidin als Silbersalz ausgefiillt 
und letzteres durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Beim Einengen der filtrier- 
ten Losung bekommt man das freie Histidin, das mit Ninhydrinlésung schon 
bei Zimmertemperatur '*) sofort eine starke Violettfirbung zeigt. 

Histidin-pikronolat (C,H,O.N, - C,,H.O;N,). 
Histidinldsung wird mit heiber Pikrolonsiiurelésung versetzt. 
kaltem 


Kine heibe wiibrige 
Beim Erkalten 
Wasser sehr 


der Lésung seheiden sich Krystallnadeln aus, die in 


schwer léslich sind und unter Zersetzung bei 233” [Literatur: 232°!) 
schmelzen. 
Leuecin. Nach diesen Fiillungen stellt die zur Trockne gebrachte 


‘udmutterlauge eine zum gréften Teil krystallisierte Substanz dar, die mit 
isatn und EKisessig beim Erhitzen Rotfirbung und mit Ninhydrinlésung beim 


Erwirmen sofort eine blauviolette Farbe zeigt. Zur Reinigung wird mit 
is. Alkohol ausgekocht und der Riickstand aus Wasser-Alkohol zu ge- 


schichteten Blittehen umkrystallisiert, die bei 258° unter beginnender Zer 
setzung schmelzen. Eine Stickstoffbestimmung ergibt 10,23°), N, und ent- 
‘pricht dem Stickstoffgehalt des Leucins. 


048 mg Subst. (getr. bei 100° im Hochy.): 0,333 cem N, (22°, 715 mm). 


C,H,.O,N (1311) Ber. N 10,68  Gef. N 10,23. 


Dimedon-verbindung"™). Zur Priifung der Einheitlichkeit wird 
die Dimedon-verbindung des durch Oxydation gebildeten Aldehyds herge- 
stellt. Dureh eine Lésung von 50 mg Substanz und 50 mg Isatin in 15 eem 
Wasser wird unter Erwirmen Luft gesaugt. Den iibergehenden Aldehyd 
tingt man in 20 eem einer 1°/,igen alkoholisch-wibrigen Dimedonlisung auf. 
Die Dimedon-Verbindung wird hieraus in schénen quadratischen Bliittchen 
erhalten, die nach Umkrystallisieren aus Alkohol-Wasser bei 116° schmilzt. 
Nach Abderhalden™) schmelzen die auf diesem Wege dargestellten Di- 
nedon-verbindungen aus Leuein bei 157°, aus Isoleucin bei 135 
Norleucin bei 107—108°. 


136°, aus 
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Leucin-Kupfer-Salz. Das Rohleuecin wird in heiBem Wasser » 
lost und mit heiBer Kupferacetat-lésung versetzt. Schon in der Wiin 
fillt ein blaues Kupfersalz aus, das nach dem Erkalten der Lésung abe 
trennt und mit Wasser und heibem Methylalkohol ausgewaschen wird. \ 
240° an tritt Schwarzfiirbung der Verbindung ein. 

l-Leucin. Nach der Spaltung mit Schwefelwasserstoff und U 
krystallisieren aus Wasser—Alkohol wird ein Kérper erhalten, der von 27 


ab deutlich sublimiert und bei 274° unter allmiihlicher Zersetzunge wy 


Braunfirbung im offenen Schmelzpunktréhrehen schmilzt. Er schmeckt y; 


|-Leuein fade, bitter. 
Zur Analyse wird bei 100° i. V. getrocknet; die Substanz enthiilt n 


3°). Asehe. 


3,230 mg Subst.: 6.416 mg CO,, 2,827 mg H,O. 3,030 mg Subs 


0,275 cem N, (19°, 717 mm). 


C,H,;0,N (31,1) Ber. © 54,95 H 9,99 — N 10,68 
(ref. ., 54,18 », 9,79 . 10,00. 


[Isoleucin. Aus der Mutterlauge wird mit Schwefelwasserstoff (a: 


iiberschiissige Kupfer entfernt und das Filtrat zur Trockne gebracht. Na 


zweimaligem Umkrystallisieren aus Wasser-Alkohol zersetzen sich di 
seidengliinzenden Blittchen allmiihlich yon 260° ab bei vorheriger teilweise 


Sublimation. 


3,701 mg Subst. (getr. i. V. K.): 0,844 cem Ny, (22°, 710 mm). 


C,H,,O,N (131,1) Ber. N 10,68 Get. N 10,05. 
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Quantitative Untersuchungen 
zur Gallenfarbstoffbildung in vitro 


Von 


Max Engel 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. August 1940) 


A. In einer friiheren Arbeit!) habe ich die Gallenfarbstoff- 


‘bildung bei steriler Autolyse von Blut untersucht. 


Es gelang mir dabei lediglich, die Beobachtung von Czike ”), 


‘eine Bilirubinbildung aus Blut finde in vitro statt, zu bestitigen 
‘und zu zeigen, daB der neu gebildete Gallenfarbstoff einen weiteren 
‘chemischen Umbau erleidet. 
‘Barkan*) angenommen. 


Die letztere Tatsache wird auch von 


[ch untersuchte jetzt, wieviel vom Himoglobin abgebaut und 
in Gallenfarbstoff umgewandelt wird. Lediglich Bebriitungsver- 


‘suche mit sterilem Blut sind hierzu wegen der geringen Ausbeute 
mngecignet. Lemberg und Mitarbeiter*®*) haben den Chemismus 
‘des biologischen Blutfarbstoffabbaues weitgehend geklirt. 
‘Versuche tiber die .gekuppelte Oxydation“ von Pyridinhimochro- 
‘mogen und Ascorbinsiure zeigten, wie die Spaltung des Porphin- 
‘ringes im Blutfarbstoffmolekiil auch in vivo wahrscheinlich vor 
sich gehen. kénnte. 
and molekularem Sauerstoff in gleicher Weise gespalten wie 
| Pyridinhimochromogen ’). 


Ihre 


Auch Hamoglobin wird mit Ascorbinsiure 


Um méglichst einfache Bedingungen zu haben, arbeitete ich 


Dn vitro nach Edlbacher und v. Segesser?’), jedoch nicht mit 
‘Cesamtblut, sondern mit Himoglobinlésungen aus gewaschenen 
Rinderblutkérperchen. 


Ks gelang in vielen Versuchen regelmiiBig aus diesen Himo- 


slobinlésungen Gallenfarbstoff zu erhalten. Bei der Durchperlung 
‘Yon Himoglobin—Ascorbinsiurelésungen mit Sauerstoff entsteht 
Verdohimoglobin*) (Lemberg), d. h. eine Verbindung, die sich 


) Identisch mit dem ,,Pseudohiimoglobin“ von Barkan. 
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vom Himoglobin nur durch den geéffneten Porphinring unte.§ 
scheidet. Dieses Verdohiimoglobin konnte ich mit Essigsiuy§ 
und Natriumacetat in Biliverdin und denaturiertes Eiweif zo.% 
legen. Die Reduktion des griinen Farbstoffes nach Lemberg’ : 
mit Zinkstaub in ammoniakalischer Lésung gelang sehr gut. Diff 
erhaltene reduzierte Lisung ist dunkelorangegelb, gibt mit Acetu i 
oder Athylalkohol und Diazoreagens eine positive Ehrlichp 
Hijmans van den Berghsche Diazoreaktion. Griinstichig wirif 
die Lésung erst bei Zutritt von Luftsauerstoff. Ich glaube midi 
deshalb zur Annahme berechtigt, daB die Reduktion quantitati 
erfolgt. Die Chloroformlésung des reduzierten Farbstoffes zeig 
eine typische Absorptionskurve, die mit denjenigen von Bilirubin 
die in der Literatur beschrieben sind®!°) zwischen 3900 A wif 
5000 A fast vollstindig iibereinstimmt*). Damit ist der ein 
deutige Beweis erbracht, daf das Reduktionsprodukt des griina 
Farbstoffes Bilirubin und jener selber Biliverdin (= Dehydrobilif 
rubin) ist. Es wurde also aus Hamoglobin unabhiangig wif 
Zelleinwirkungen Bilirubin dargestellt. Die Ausbeute betru§ 
maximal 10°/,. ‘Trotz mehrfacher Anderung der Versuch 
bedingungen gelang es bis jetzt nicht, die Ausbeute zu erhdhae 


B. Methode zur quantitativen Biliverdinbestimmung in 
Verdohamoglobinlosungen 

Nach dem hier beschriebenen Verfahren gelingt es, Biliverdife 
ohne feststellbare Verluste aus dem Verdoh’moglobin abzuspalte.® 
Es wurde in mehreren Versuchen danach getrachtet, auf ander 
Weise das Biliverdin abzutrennen. Diese Arbeitsweisen stehafy 
aber hinter der beschriebenen zuriick. 

So auch das Vorgehen von Lemberg’): Eiweibtillung des Vert 
himoglobins durch Sittigung mit Natriumsulfat, Losen des Niederschlage— 
in Eisessig—Essigester, Verdiinnen mit Ather, Auswaschen mit Wasser w 
Ausschiitteln mit 0,5°/,iger Salzsiiure. 

Zur Untersuchung der quantitativen Beziehung zwische! 
Himoglobin und dem daraus entstandenen Gallenfarbstoff be 
notigten wir eine Biliverdinbestimmungsmethode.  Biliverdi 
lésungen in 0,5°/,iger Salzsiiure, wie oben dargestellt, eigne! 
sich gut zur stufenphotometrischen Konzentrationsbestimmul® 
Sie bleiben mehrere Stunden vollstiindig klar. Im Bereich ihre : 


*) Die spektrophotographische Ausmessung wurde in dankenswertt 
weise durch Herrn P. D. Dr. Almasy am physikalisch-chemischen Instt! 
der Universitit Ziirich ausgefiihrt. 
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Absorptionsmaximums (Filter S 61 des Stufenphotometers) folgen 
sie dem Beer-Lambertschen Absorptionsgesetz. Zur Bestimmung 
des Absorptionsverhiltnisses wurde eine gravimetrische Bvd.- 


bestimmung umgangen, und die photometrische gewihlt. Die 
salzsaure Bvd.-Lésung wurde im Stufo bei Filter S 61 gemessen. 
Dann erfolgte wie oben beschrieben die Reduktiou zu Bilirubin. 
Unter Stickstoff wurde die Bilirubinlésung in eine Mischung 
yon n/10-Salzsiure, Aceton und Diazoreagens einlaufen gelassen 
und photometriert”*’), Aus der Bilirubinkonzentration und dem 
Extinktionskoeffizienten der Byd.-Lésung wurde das Absorptions- 
verhiiltnis von Bvd. in 0,5°/,iger Salzsiure fiir Filter S 61 be- 
rechnet. Das Absorptionsverhiltnis wurde als Durchschnitt aus 
mehreren Messungen zu A=2,34-10~° bestimmt. Die Differenz 
im Molekulargewicht zwischen Bvd. und Brb. kann wegen der 
Fehlergrenze der optischen Bestimmungsmethode unberiicksichtigt 
bleiben. 


C. EinfluB der Katalase auf die Gallenfarbstoffbildung 


Aus den Untersuchungen von Bingold!!!*1%) geht hervor, 
dab die Katalase die prosthetische Gruppe des Himoglobins vor 
jem Abbau durch Wasserstoffperoxyd zu Pentdyopent schiitzt. 
Lemberg®) fand eine hemmende Wirkung der Katalase auf die 
gekuppelte Oxydation von Pyridinhiimochromogen und Ascorbin- 
siure durch Sauerstoff. Eine intermediiire Bildung von Peroxyd 
bei der Spaltung des Ringes im Him ist also méglich, sei es, daf 
man die intermediire Entstehung von Wasserstoffperoxyd an- 
nmmt oder daB ein Molekiil Sauerstoff an die Stelle der Doppel- 
hmdung der a@-Methingruppe als Peroxyd angelagert wird!*?, 
Lemberg hat die Bildung von Oxypyridinhimochromogen durch 
Kinwirkung von Wasserstoffperoxyd auf Pyridinhimochromogen 
nachgewiesen. Die Entstehung von Wasserstoffperoxyd aus 
Ascorbinsiiure und O, ist durch Schales festgestellt worden’®. 
Andererseits bildet sich durch Kinwirkung von Wasserstoffperoxyd 
auch auf katalasearme Hb.-Lésungen kein griiner Farbstoff, wenn 


| ucht groBe Mengen von Cyanid vorhanden sind (Barkan und 


Schales!%), 


Ks lag mir daran, fiir die Untersuchungen iiber den Kin- 


tu8 der Katalase méglichst eindeutige Versuchsbedingungen zu 


wahlen. Ich habe darum auf die Anwendung von Fermentgiften 
verzichtet. Ks wurde der zeitliche Verlauf der Verdohimoglobin- 
bildung in katalasehaltiger Hb.-Lésung einerseits und annihernd 
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katalasefreier Hb.-Lisung andererseits verfolgt. Die Katalay 
entfernte ich durch 3malige Adsorption an tertiares Calciun. 


phosphat aus der Hb.-Lésung. Es gelang so, die Katalaseaktiviti; 
auf etwa 1°/, der urspriinglichen Wirksamkeit herabzusetzey, 
Dabei wurde nur eine Spur Hb. adsorbiert. Die Bestimmun 
der Katalaseaktivitat erfolgte nach der Methode von K.G. Stern}, 
Zur Charakterisierung der Katalaseaktivitat der Hb.-Lésunge 
wird die Katalaseaktivitit k pro Gramm Himoglobin angegebe, 
und mit k/g Hb. bezeichnet. Die Versuchsanordnung wihlte ic) 
wie eingangs beschrieben und verfolgte die Verdohimoglobin. 
bildung, bzw. die Menge des abspaltbaren Bvd., iiber 3 Stundey, 
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Fig. 1 
Im Versuch mit katalasehaltiger Hb.-Lésung trat anfanglich nur en 
langsamer Anstieg der Bvd.-Mengen auf, wihrend in katalasearme! 
Hb.-Lésung eine sehr rasche Bildung erfolgte. Nach 30 Minute 
wurden beispielsweise Mengen von 0,056 mg-°/, bzw. 0,758 mg-’ 
festgestellt. Das Maximum war nach 3 bzw. 2 Stunden mi 
1.200 mg-°/, erreicht (vgl. Fig. 1). 

Ergebnis: Die Katalase beeinfluB8t die Reaktions- 
seschwindigkeit der Spaltung, nicht aber die Menge des 
schlieBlich erhaltenen Verdohimoglobins bzw. des darau: 
abgetrennten Biliverdins. 

Katalase wird beim Durchleiten von Sauerstoff inaktiviert™’, 
In eigenen Versuchen konnte festgestellt werden, daf in katalase- 
haltiger Hb.-Lisung beim Durchleiten von Sauerstoff wihren( 
16 Stunden eine Verminderung der Aktivitéit von k/g Hb.=90 
auf 3,15 eintrat (p, = 7,38, Temperatur 38°). 

Die Katalase hat auf die Spaltung des Hamringe: 
einen grundlegenden Kinflui’. Bingold hat darauf hi- 
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iyewiesen, daB Katalase das Himoglobin gegen Zerstérung durch 
j ‘asserstoffperoxyd schiitze. Nachdem Lemberg fand, dai diese 
Bchutzfunktion der Katalase auch im Falle des Abbaus von 
Pyridinhimochromogen zu Verdohaimochromogen zu _beobachten 
ist, konnte ich zeigen, daB dasselbe auch fiir den Abbau von 
Himoglobin in der gekuppelten Oxydation mit Ascorbinsiiure 


@urch O, der Fall ist. Es laBt die Tatsache, daB die roten 
Blutkérperchen trotz ihrer geringen Zellatmung einen hohen 
Katalasegehalt haben, sinnvoll erscheinen. 

Durch Vermehrung der Ascorbinsiiuremengen kann innerhalb gewisser 
Grenzen die Bvd.-Ausbeute erhéht werden. Wesentliche Schliisse 
ich aus diesen Versuchen nicht ziehen. 


lassen 


D. Der Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Verdohamoglobinbildung 
_ In einer Versuchsreihe mit mehreren p,-Stufen zwischen 
6.64 und 7,73 konnte kein EinfluB der Wasserstoffionenkonzen- 


ration auf den Ablauf der gekuppelten Oxydation von Himo- 


globin und Ascorbinsiure festgestellt werden. Wihrend 3 Stunden 
Mitersuchte ich die Abspaltbarkeit von Bvd. unter Verwendung 
yon katalasefreier Hb.-Lésung (k/g Hb. = 0,047). 

Die Wirkung der Sauerstoffspannung wurde nicht genauer 
Wenn der gleiche Ansatz wie in den beschriebenen 
Yersuchen unter Toluol evakuiert, 16 Stunden bei 38° stehen 
felassen wird, kénnen wesentliche Mengen Bvd. erhalten werden 
vom eingesetzten Hb.). 


0 


E Die Bvd.-Bildung bei abwechselnder Arterialisierung und Reduktion 


der Hb.-Lésung in Gegenwart von Ascorbinsaure 


ks ist naheliegend, nach den beschriebenen Versuchen, daran zu 


ituken, es kénne die Sauerstoffiibertragung dureh das Hiimoglobin unter 


Hologischen Bedingungen zum langsamen oxydativen Abbau des Hb. fiihren. 
Vieser Abbauvorgang scheint jedoch nicht parallel zum Sauerstoffdruck zu 
frlaufen. Im Hiimatom, d. h. in einem von der stiindigen Sauerstoftzufuhr 
Weeschlossenen Gerinnsel, tritt ja auch Bildung von Gallenfarbstoff auf. 
vie dauernde Anlagerung und Abspaltung von Sauerstoff kénnte die Spaltung 
t Hiimringes zur Folge haben. Man kann sich vorstellen, es gelangten 


ti der Beladung mit Sauerstoff jedesmal eine gewisse Anzahl Himoglobin- 


biekiile dureh Peroxydbindung des Sauerstoffes sekundiir zum Abbau. 
‘| wiederholter Beladung und Entladung mit Sauerstoff wiirde die Reak- 
isgeschwindigkeit abhiingen von der Hiiufigkeit des Gaswechsels. Die 


tine Abzweigung vom KreisprozeB des O,-Transportes fiihrte dann schlieB- 
eh zum volligen Blutfarbstoffabbau. Das Himoglobinmolekiil wiire in 
Besein Palle das Opfer seiner physiologischen Funktion. 
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Auf Grund dieser Arbeitshypothese wurde untersucht, welche 
KinfluB die abwechslungsweise Arterialisierung und Reduktinf 


von Hamoglobin in ascorbinsaurehaltigen Liésungen auf die Galley. 
farbstoffbildung hat. Ich verglich die Bvd.-Bildung von Himoglobiy, 
Ascorbinsiure—Phosphatpufferlésungen (katalasearm, p,, 6,98) eine. 
seits mit Luft geschiittelt, anderseits in regelmiBigen Abstiindy 


mit Luft geschiittelt und evakuiert. (Naheres Versuchsteil S. 146,125 


Die Versuche zeigten, daf je langer die Gesamtkontaktzeit 1; 
der Luft ist, um so mehr Bvd. erhalten wird, entsprechend unsere 
bisherigen Versuchen. Die Vergleichsversuche in denen inne. 


halb gleicher Zeiten mit Luft gearbeitet wurde, wie in den Gas — 


wechselversuchen ergaben durchwegs héhere Biliverdinwerte. Unser 


Versuche bringen daher keine Anhaltspunkte dafiir, dab def 











Abbau des Himoglobins zu Gallenfarbstoff vom Gaswechsel, dif 


von der periodischen Arterialisierung und dem O,-Entzug dq 


Oxyhimoglobins abhiingt. Unsere oben gegebene Hypothese mulf | 


demgemiB fallen gelassen werden. 


Die prozentuale Ausbeute an Gallenfarbst off 


Die Frage, wieviel Himoglobin in Gallenfarbstoff umgewandd} 
wird, ist wesentlich fiir die Beurteilung des Abbaumechanismu} 
Nach unsern Untersuchungen gelingt es, aus dem entstehenda 
Verdohimoglobin ohne grofe Verluste das Biliverdin zu gewinnaf ¢ 
Wir nehmen einzelne Versuche mit den héchsten Werten heraif % 
vgl. Versuchsteil S. 146, 14.). In der Versuchsreihe 18., wo wir def 4. 
Kinflu8 der Wasserstoffionenkonzentration untersuchen, finden vif © 
als héchsten Wert 1,317 mg-°/,. Es wurde aus 1,3 g¢ Hb. 2,634u§ 
Bvd. gebildet. Nehmen wir fiir Hb. 16500 (/, Mol.-Gew.), und tig 


Byd. 580 (Mol.-Gew.) als Aquivalentgewichte, so ergibt das ew 
Ausbeute von 5,8°/,. In den Versuchen 14. iiber den Hintlub « 


wechslungsweiser <Arterialisierung und Reduktion des Hb. of 
rechneten wir eine maximale Ausbeute von 9,4°/,. In (ef 
Parallelversuchen beim Schiitteln mit Luft war der Hoéchstweg 


10,0°/,. 


Bereits friiher haben wir darauf hingewiesen, daB nach df 


allgemein giiltigen Ansicht der Gallenfarbstoff das quantita! 
bedeutsamste Abbauprodukt des Blutfarbstoffes ist. Unsere Ve 


suche stehen mit dieser Auffassung in strengem Widersprut 
Verfolgen wir den zeitlichen Verlauf der Verdohimoglobinbildwy 


Fig. 1), so sehen wir, dab die Werte steil zu einem Maxim 


ensteigen, das nach 2—3 Stunden erreicht ist. um dann wiel” 
D 3 y } 
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Jangsam abzufallen. Diese Beobachtung laBt den Schlu8 zu, das 
Verdohimoglobin bzw. dessen prosthetische Gruppe werde weiter 
yerandert. Dieses Ergebnis bestiitigt eine Ansicht, die ich schon 
pei Versuchen iiber die Gallenfarbstoffbildung im stehenden Blut 
bei steriler Bebriitung vertrat'). Ich glaube aber nicht, die 
weitere Veriinderung des Verdohimoglobins sei fiir die geringe 
Ausbeute verantwortlich. Nach Erreichen der maximalen Werte 
$inkt die Kurve des Biliverdinwertes nur langsam ab. Es kann 
sath die festgestellte Ausbeute von ENT 10°/, nicht einfach 
die Differenz aus dem vollstandig in Verdohimoglobin iiberfiihrten 
Himoglobin und den Produkten, die durch weitere Verinderungen 
des Verdohb. entstehen, darstellen. Sonst miiBte nach vollstindiger 
Umsetzung des Hb. die Bvd.-Menge rapid absinken. Vielmehr 
schlieBe ich, daB bei meinen Versuchen neben der Bildung 
und wie ich glaube, der 
primar zu anderen Abbauprodukten um- 






gribte Teil des Hb. 


Wir vermuten Bilirubinoide 
an EKiwei8 gebunden und 


ie das Sachin von Meldolesi, Siedel und Méller?®?}) 
ielleicht gelingt es durch eine Anderung der Versuchsbedingungen 
e Ausbeute an Gallenfarbstoff noch weiter zu erhdhen. 






' Unsere Ergebnisse deuten daraufhin, daB auch im physio- 
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: Klbchen gebracht, dann wenig pulverisiertes Na,S,O, zugegeben und bis 
@r Marke mit Ammoniak gefiillt. 





Versuehsteil 


1. Quantitative Bestimmung des Hamoglobingehaltes. 
Heilmeyer: 0,1 eem Blut oder Blutlésung wird in 


Nach 
10 cem-Meb- 


Ausmessen im Stufo mit Filter S57 in 


Bivette mit Sehichtdicke 5mm. E. = Extinktion. 
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Berechnung: °/, Hiimoglobin = EK. 33 


2. Darstellung von Verdohaimoglobin nach Edlbacher und 
1g l-Ascorbinsiiure (Hoffmann-La Roche) wird in 
pstilliertem Wasser aufgelist, mit 0,1 n-NaOH neutralisiert. (p,q 7,2 Indicator- 
ier Bayer), auf 40 cem aufgefiillt und eine Suspension der 3 mal mit 
bysiol. Kochsalzlésung gewaschenen Blutkérperchen you 10cem Kaninchen- 
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blut zugefiigt. Nach Zugabe von 150 cem Phosphatpufter nach Sérengeh 
von py 7,17 wird mit Toluol bedeckt und im Thermostat bei 38° wiihroyf 


3 Stunden durchgeperlt. Es entsteht ein flockiger Niederschlag von oj 


vriiner Fiirbung. Die dariiberstehende Fliissigkeit ist hellbraunrot und kinf 


3. Darstellung von Verdohamoglobin und Dehydrobilirubin ay 


Rinderhamoglobin. — a) Bereitung von Rinderhb.-Loésung. Frisch, 


Rinderblut wird dureh Schiitteln mit Glasperlen defibriniert, durch Wat 


filtriert und dann zentrifugiert. Das Serum wird abgehebert, der Bly.& 


kérperchenbrei mit der gleichen Menge physiol. Kochsalzlésung verriihy 


zentrifugiert und die Waschfliissigkeit abgehebert. Diese Waschuneg winf 
noch 2 mal wiederholt. Dann wird zur Himolyse mit bidestilliertem Waswf 


auf das Volumen des urspriinglichen Blutes autgefiillt. Die Lésung wi 
zentrifugiert und von dem gallertigen Stroma abgegossen. Hierauf werd: 
aus der Fliissigkeit Lipide mit peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt, ¢j 
Atherlésung abzentrifugiert. 


b) Versuchsansatz. In 500 ccm-Erlenmeyerkolben kommen 150 ¢¢ 


Phosphatpuffer ('/,, molar nach Sérensen py 7,17), 40 cem einer wiibrigall 
Losung von 1g mit NaOH neutralisierter Ascorbinsiiure und 10 cem Il)§ 


Lisung. Unter Toluol wird dieser Ansatz 3 Stunden lang im Thermosty 
bei 38° mit Sauerstoff durchperlt. Es bildet sich an den Glaswiinden w 
am Boden ein spirlicher flockiger, griiner Niederschlag. Die Fliissigke; 
selbst fiirbt sich briiunlichgriin. 


Zu diesem Ansatz werden 60 cem Eisessig gegeben. Es entsteht cinf 


klare tief olivgriine Lésung. Nach Zugabe von 30 g krystallisiertem Natriw 


acetat wird sie wihrend 10 Min. mit peroxydfreiem Ather ausgeschiittif 
und zentrifugiert. Im Zentrifugierglas findet sich am Boden wenig kinigh 
Hockiger, lehmfarbiger Niederschlag, dariiber eine briiunliche, klare, wiilirig : 
Fliissigkeit und dariiber eine Sehicht von kérnig-flockigem Niederschlafh 


wie am Boden. Die iiberstehende iitherische Lésung ist tief olivgriin w 
klar. 
es zur Ausfiillung von wenig Himatin wegen der Entfernung der Essigsiiv 
aus dem Ather. Zugleich nimmt die Lésung eine rein preufischblaue Far 


an. Aus der iitherischen Lésung kann mit 0,5°,, iger Salzsiiure der nunnelff 
bliulichgriine Farbstotf ausgeschiittelt werden. Der Ather bleibt von weugh 


Hiimatin schwach orangerot gefiirbt. Nach Abstumpfen der Salzsiiure w 
Natriumacetat gelingt es, den bliulichgriinen Farbstoff wieder quantita 
mit ther auszuschiitteln. 


4. Bestimmung der typischen Absorptionskurve des blaugriné 


Farbstoffes (Biliverdin, Dehydrobilirubin) in 5°), iger Salzsdure uh 


dem Pulfrich-Zeissschen Stufenphotometer. 





Filter | Sa3 S47 | $50 | S53 | S57 | S61 | S72 | Si 


log k+2 | 1,369 1,029 | 0,653 0,681 1,049 | 1,493 | 1,386 | 1,24 


' 


5. Reduktion von Biliverdin (Bvd.) zu Bilirubin (Brb.) 14 
Lemberg. Der unter 2. gewonnene blaugriine Farbstoff wird durch 2¥° 
maliges Ausziehen mit 0,5°),iger Salzsiiure aus der mit dest. Was 


Beim Auswaschen der itherischen Farbstofflésung mit Wasser kom— 





| 








ee ; 
SOr ensey 


3° wiihrey 


ye von oli 


ot und kle le 


irubin ali 


g. Frische 


urch Wat 
‘ der Blu 
2 verriihr 
chung wir 


tem Wassel 


Osune wirk 


auf werde 
viittelt. (| 


en 150 ce 
er wiibrigi 
O ecem Hl 
Thermosty 
vinden w 


Fliissickes 


ntsteht ein 
mm Natriu 


sgeschiittee 


nig kornge 


ire, wabng 


iedersehilag ; 


livgriin w 


usser kom! 


a . 
3 Essigsiiu 


blaue Far 


ler pune 


von well 
ulzsiiure 1’ 
quantitat 


plaugriné 
zsaure 


386 | 1,24 


Brb.) a0 
durch zwe 
est. Was 








Pmt Znu-Staub im 


| Plissigkeit flieBt 








Quantitative Untersuchungen zur Gallenfarbstoffbildung in vitro 


143 





yiger Salzsiiure 


ewaschenen fitherischen Lésung gereinigt, dann in 5 cem 0,5 ° 
mit 2cem 2n-Ammoniaklésung versetzt. Die ammoniakalische Lésung wird 
pb: Gegenstrom von Stickstoff, der iiber gliihendem Cu Sauerstoff-frei ge 
macht war, mit 1 g Zinkpulver (Merck, pro Analysi) tiber einer Jenaer Glas 
fritte G3 2 Minuten reagieren gelassen und dann in den ebenfalls mit N, 


efillten Rezipienten abflieBen gelassen. Die abfliebende Fliissigkeit hat 
* orangerote Farbe alkalischer Brb.-Lésungen und gibt nach Ansiiuerung 
mit HCl und Zugabe von Athylalkohol oder Aceton die Ehrlich-Hijmans 
yan den Berghsche Diazoreaktion. Liat man die ammoniokalische Lisung 
an der Luft stehen, so oxydiert sie sich sofort unter Griinfirbung. 


6. Der spektroskopische Identitatsnachweis des Reduktions- 





produktes mit Bilirubin. Aus 5 Versuchen nach Edlbacher und 
y. Segesser wurde, wie unter 2—3 beschrieben, mit insgesamt 50 ecem 
13° ,iger Rinderhb.-Lésung der griine itherlésliche Farbstoff nach beschrie 
benen Verfahren gereinigt und mit 5 ecem 5°),iger Salzsiiure ausgezogen. 
Dizu wurden 5 cem 1,9°),ige Ammoniaklésung zugegeben und diese Lésung 
a Tf ie 
ff if. ~\ 
/ \ 
/ ‘ 
/ \ 
/ \ 
/ \ 
/ \ 
ct / Pe \ 
/ i. Kurve nach L. Heilmeyer 
| - 
/ 7 \ 
/ 
! 
4 7 I. Brb. aus Verdohamoglobin (¢ +1) 
len 
eh 7 
QO5 + 4 
S000 4500°A 4000°A 


Fig.2. Typische Absorptionskurven von Bilirubin in Chloroform 

N,-Strom reduziert. Die abfliebende intensiv orangegelbe 
in eine Vorlage mit 5 eem 3°),iger Salzsiiure. Beim Aus- 
Shiitteln mit Ather geht der gelbe Farbstoff vollstiindig in diesen iiber. 





Die Atherlésung wird mit wasserfreiem Natriumsulfat geschiittelt und dann 
Mb Wasserbad von 20° i. V. eingedampft. Der dunkelrotbraune Eindampfungs- 
Mickstand wird in trockenem Chloroform gelést. 
PGeser Lisung wurde auf spektrophotographischem Wege dureh Herrn 


m. D. Dr. 


Bivrich vorgenommen (Fig. 





Die Absorptionskurve 


Almasy am _ physikalisch-chemischen Institut der Universitit 
) 
a)e 


7. Die quantitative Biliverdinbestimmung. — a) Bestimmung 


des Absorptionsverhiltnisses von salzsauren Bvyd.-Liésungen 


t Filter S61 mit dem Stufo. Die nach 3. bereitete Bvd.-Lésung in 
iger HCl wird in fortlaufender Verdiinnung im Stufo bei Filter S 6] 


Inessen, 
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Verdiinnung | Schichtdicke Extinktions- 
: Koeffizient 
v d é veg 
unverdiinnt 1 em 0,352 0,352 
2 fach Es 0,160 0,320 
5 fach = 0,0645 0,322 
10 fach Bs 0),0317 0,317 


Somit ist das Beer-Lambertsche Gesetz giiltig. 

10 cem 0,5°/,ige ‘salzsaure Byd.-Lésung werden mit 5 cem 0,1 n-An 
moniaklésung gemischt und wie oben beschrieben mit Zn-Pulver reagiere 
gelassen. Nach 2 Minuten wird die Fliissigkeit in eine Vorlage ablaufe 
gelassen, die unter N, 10 cem Aceton, 5cem 0,1 n-HCl und 2 cem Diazo-| 
reagens enthiilt. Nachwaschen von Trichter und Reaktionsgefi® mit 2mal’ 
5eem 1°),igem Ammoniak. Der Inhalt der Vorlage wird in 100 eem-Met. 
kolben iibergefiihrt, 15 cem Aceton und 4cem 38°/,ige HCl zugegeben, bi: 
zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt und der Brb.-Gehalt (©), be 
zogen auf 10cem Ausgangslésung durch Messung im Stufo mit Filter 87 





bestimint. 
Der Extinktionskoeffizient (¢) der salzsauren Byd.-Lésung wird fiir 
Filter S61 mit dem Stufo bestimmt. 


: ee ere e : c 
Absorptionsverhiltnis yon Byd. in 5", iger HCl A - : 
& 


Kreebnisse 














Versuch é C A 
l 0,427 Q,8S99 mg-" 211-107 ° 
2 0,330 U(08 « 2,30-107 ° 
3 0,602 1,68 - 2,66-107 ° 
{ 0,476 |} 1,08 ,, 2,28-10—* 


Mittel: A 2,04°107°5, 


b) Methode zur quantitativen Biliverdinbestimmung 
Verdohiimoglobinlésungen. 10cem der zu untersuchenden Verdi} 
himoglobinlésung aus dem Edlbacherschen Versuch werden mit 5 ceu 
Kisessig versetzt. Dabei schliigt die mattgriinliche Farbe in tiefolivgriu 
um. Nach 10 Minuten werden 3 g krystallisiertes wasserhaltiges Natriw 
acetat zugegeben. Bei dessen Auflésung tritt eine Eiweibfillung (briiw 
lich-grauer Niedersehlag) ein. Das Ganze wird mit 15 cem peroxydfreiet 
Ather in einem Sehiitteltrichter gveschiittelt, kurz zentrifugiert und die tiei 
griine Atherlésung abpipettiert. Dann wird nochmals kurz mit etwas Athe 
geschiittelt und nochmals zentrifugiert. Diese Atherausziige werden in eine! 
Mebschiitteltrichter gebracht, dort zuerst mit destilliertem Wasser at 
gewaschen und, dann mit 10 cem 0,5°iger HCl geschiittelt und dadure 
das Bvyd. ausgezogen. Die Menge des HCl-Auszuges wird im Sehiitte: 
trichter abgelesen, Der Extinktionskoeffizient fiir Filter S61 wird mit deu 
Stufo bestimmt. Unter Benutzung des oben bestimmten Absorptionsyerhiilt 


nisses liBt, sich die Byd.-Konzentration (C,,.,) folgendermaBen errechne: 
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Cayq = Arv-s A = Absorptionsverhiltnis = 2,34-10—°, 
. v - Verdiinnung des HCl-Auszuges gegeniiber der 
Verdohimoglobinprobe (1, 2-1, 3), 
e = Extinktionskoeffizient. 


8. Bestimmung der Katalaseaktivitat nach K.G. Stern. Spal 
tungsansatz: 35 eem 0,02 n-H,O, (0,57 cem Perhydrol Merck mit bidestil 
liertem Wasser auf 500 cem aufgefiillt), 10 cem m/15-Phosphatpuffer von 
py 6,98, 0,1—1,0 com (Blutlésung: 0,5 cem 1:50 mit bidestilliertem Wasser 
verdinnt; katalasearme Hb.-Lésung: 0,5 cem unverdiinnt) mehr oder weniger 
verdiinnte Katalase oder Blutlésung, bidestilliertes Wasser bis 50 cem. Die 

_Lésungen werden in schmelzendes Eis gelassen, ebenso die Spaltungs- 
' ansitze wihrend der Reaktionszeit. Je 5, 10, 15, 20, 25 Minuten nach dem 


' Mischen des Spaltungsansatzes werden 5ccem daraus entnommen und die 
' Menge des noch vorhandenen Wasserstoffperoxyds jodometrisch bestimmt. 


' Kinlaufenlassen des Reaktionsgemisches in Kélbchen, die 10cem 1°/,ige 


' Jodkaliumlésung und 3 cem 33°/,ige H,SO, enthalten. Die Menge frei 


-vesetzten Jods wird mit 0,02 n-Thiosulfatlésung titriert. Als Katalysator 


werden 3 Tropfen Molybdinsiure zugegeben, um die Freisetzung des J zu 
heschleunigen (Erwiirmen von wenig Molybdiinsiiure in destilliertem Wasser 


und Abfiltrieren vom Unldslichen). 


Es ist streng darauf zu achten, daB die Jodkaliumlésung und die 


' Schwefelsiiure erst unmittelbar vor der Zugabe der Ansatzproben gemischt 


werden und dann bis zur Titration (10 Minuten) ins Dunkle gestellt werden, 
unm die zusiétzliche Bildung von elementarem Jod zu verhindern. Im Blind- 
wertverbrauch kann so der Zerfall der Jodwasserstoffsiiure — 10 cem 
Kaliumjodidlésung +- 3 ccm Schwefelsiiure 10 Minuten im Dunkeln stehen 
velassen — auf 0,02 cem 0,02 n-Thiosulfat entsprechender Menge gehalten 
werden. Vor jedem Versuch wird noch ein 2. Blindversuch: KJ + H,SO, 
- Katalaselésung (dem Spaltungsansatz entsprechende Mengen) ausgefiihrt. 
Der Anfangsgehalt des Spaltungsansatzes an Wasserstoffperoxyd wird er- 
mittelt durch Bestimmung in 3 cem der verwendeten 0,02 n-Lésung. Titration 
aus Mikrobiirette nach Flaschentriger- Peters mit Stirkelésung als 
Indicator. 
a k = Reaktionskonstante, 
a-x a = H,O, am Anfang, 
a—x = H,O, nach ¢ Minuten, 
t = Reaktionszeit. 


1 
Berechnung: k = ; -log 


Die Katalaseaktivitét k wird als Mittel aus den fiinf Reaktionskonstanten 
herechnet. 

9. Darstellung katalasearmer Hb.-Lésungen. 100 ccm Hb.-Lisung 
werden je 3mal 20 Minuten mit je 10 g tertiiirem Calciumphosphat (Merck, 
purum.) geschiittelt. Die Katalase wird elektiv adsorbiert, wihrend das 
Hiimoglobin kaum merkbar abnimmt. Die Katalaseaktivitiit der so be- 
handelten Himoglobinlésungen betriigt im Durchschnitt 1°/,. der urspriing 
lichen Lésung. 


10. Der Einflu8 der Katalase auf die Gallenfarbstoffbildung. 
Ansiitze wie oben unter 3b einerseits mit katalasereicher Hb.-Liésung 
Hb, = 13,2°/); k/g Hb. = 55,1), anderseits mit katalasearmer Hb.-Lisung 
Hb, = 13,0°/,; k/g Hb. = 0,049): 10 cem Rinder-Hb.-Lésung, 150 cem Phos- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 266 10 
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phatpuffer nach Sérensen (py 6,98), 1 g 1-Ascorbins&éure, mit NaOH ney 


tralisiert in 40cem Lésung Durchperlung mit Sauerstoff unter Toluol.  [y, 


Verlaufe der Versuche werden Proben yon 10cem zur Byd.-Bestimmuny 


entnommen. 





30" . 2h 3° 


Katalasereich | 0,056 mg-°/, | 0,636 mg-°), | 1,109 mg-°/, | 1,200 mg- 


k/g Hb. = 55,1 


Katalasearm 
kig Hb. = 0,049 


0,758 ss, 1,102 1,200 __,, 1,081 














11. Der EinfluB der Ascorbinsauremenge auf die Biliverdin. 
bildung. Ansatz: 10cem Hb.-Lésung 13,5°/,, k/g Hb. = 0,047, py = 6,95. 
0,1—1,0g Ascorbinsiiure, im iibrigen wie oben beschrieben auf 200 ccm 
verdiinnt und unter Toluol mit Sauerstoff durchperlt. 





Ascorbinsiiure Ol g 0,5 g¢ LOg 


Zeit: 30 0,065 mg-°/, 0,578 mg-° 


a 


0,120 mg-°/, 


]* 0,105 0.803 1,080 
2 (),208 O43 « 1,638 
3 0,105 1.516 a; ee 
5 0,104 1,243 1,615 











12. Biliverdinbildung aus Hb.-Losungen mit minimalem Sauer. 
stoffdruck. 10ccm katalasearme Hb.-Lisung (10,7°/, Hb., k/g Hb. =0,084) 
150 eem Phosphatpuffer, py, 7,38, 1g Ascorbinsiiure neutralisiert in 40 ccm 
wibriger Lésung, mit Toluol iiberschichtet, auf 10mm Hg evakuiert und 
16 Stunden im Thermostat stehen gelassen. 

Ergebnis: 0,304 mg-°/, Bvyd. 


13. Die Biliverdinbildung in Abhangigkeit von der Wasserstofi 
ionenkonzentration. Ansiitze wie oben: 10cem Rinderhb.-Lésung, 150 ccm 
Phosphatpuffer nach Sérensen (py 6,64—7,73), 1g 1-Ascorbinsiiure neutrali 
siert mit NaOH in 40ecem Loésung. Durchperlung mit Sauerstoff unter 
Toluol. Im Verlauf der Versuche werden Proben von 10cem zur Bvyd. 
Bestimmung entnommen. Hb.-Lésung Hb. = 13,0°/,, k/g Hb. = 0,049. 


Ergebnis: Byd.-Konzentration in mg-°/): 





Pr 6.64 6,81 6,98 ‘i 7,38 7,73 
Zeit ! gh 0,514 O,915 O,758 0.641 0,616 0,58) 
| 1,19] 1,198 1,102 1,065 Re; 0,910 
° 1,212 1,280 1.200 1,247 1,268 1,313 
3 1,076 1.165 L.OS] Load 1,26] 1.012 

36 30’ 1,217 




















14. Die Biliverdinbildung bei abwechslungsweiser Arteriali- 
sierung und Reduktion der Hamoglobinlésungen in Gegenwart von 
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Ascorbinsaure: Zur abwechslungsweisen Beschickung mit und ohne Sauer- 
stoff wurde ein Apparat gebaut, der den regelma&Bigen Wechsel automatisch 
in gleichen Zeitabstinden besorgt. Es handelt sich im Prinzip um eine 
Metallscheibe, die mit Nocken besetzt, das regelmiBige Offnen und SchlieBen 
von Gashiihnen besorgt, von denen einer AuBenluft zufiihrt, wihrend der 
andere mit der Vakuumleitung verbindet. Das Vakuum wird durch eine 
Olpumpe aufrechterhalten. Durch ein mit einem Manometer in Verbindung 
stehendes Relais wird der Druck dauernd auf 50mm Hg gehalten. Der 
Antrieb erfolgt durch einen kleinen Elektromotor iiber ein 2000 fach unter- 
setztes doppeltes Schneckengetriebe. Die Tourenzahl wird durch einen 
Schiebewiderstand geregelt. Es wurden Versuche gemacht, wobei in Ab- 
stiinden von 1?'/,, 3, 6, 9 Minuten evakuiert und Luft eingeleitet wurde. 
Bei 1Omaligem Gaswechsel waren demnach die Versuchsdauern 15, 30, 60, 
4) Minuten. Der Kontakt mit der Luft dauerte dementsprechend 7'/,, 15, 
(0, 45 Minuten. In den Vergleichsversuchen wurde wihrend 7'/,, 15, 30, 
{) Minuten mit Luft geschiittelt. Als ReaktionsgefiBe dienten Flabova 
kolben von 200c¢em, die durch ihren groBen flachen Boden eine grobe 
Kontaktfliche gewiihrleisteten zwischen Fliissigkeit und Gas. Gegeniiber 
unseren bisherigen Versuchen wurden kleinere Fliissigkeitsmengen (15 ecm) 
verwendet. 

Ansatz: 3cem Hb.-Lésung, katalasearm (4/g Hb. = 0,047), 5 cem 
Phosphatpufferlésung (pq = 6,98), 0,3 g Ascorbinsiure neutralisiert mit NaOH 
in 7eem Lésung. Bestimmung der Byd.-Menge am Schlusse des Versuches: 
Auffiillen mit 30 eem Eisessig und dann mit destilliertem Wasser auf 90 cem. 
Davon werden 15 ¢em mit 5g Natriumacetat versetzt und dann wie oben 
beschrieben, aus dem Atherauszug die salzsaure Byd.-Lésung zur stufen- 
photometrischen Messung gewonnen. 


Versuchsergebnisse 








Abwechselnd Luft-Vakuum Mit Luft geschiittelt 
bre 0 | Gesamtzeit lVersuchs- Dauer des 
Bere: pK der Luft- | Bvd. Kontaktes Bvyd. 
mit Luft cd dauer , : 
ae einwirkung | mit Luft 
zw. Vakuum 
ie vis 15’ 0,964 mg-?/, lle 0,990 mg-°/, 
3 15 30 1,492 ,, 15 1,930 a 
8) 30 60 Fo) ae 30’ 2,328 
q 45 9Q 2,193 
Maximale Maximale 
Ausb. 9.4 °/, Ausb. 10 °/, 
Zusammenfassung 


1. Durch gekuppelte Oxydation von Rinder - Himoglobin- 


lisungen mit Sauerstoff in Gegenwart von Ascorbinsiure wird 
Verdohimoglobin (Lemberg) dargestellt. Aus diesem wird durch 
Kisessig—Ather Biliverdin quantitativ abgespalten. Es wird durch 


10* 
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Zink in ammoniakalischer Lésung zu Bilirubin reduziert und 
dieses spektroskopisch identifiziert. 

2. Die Bildung von Verdohimoglobin wird quantitativ ver. 
folgt durch Bestimmung des daraus abspaltbaren Biliverdins. 

3. Die Katalase hemmt die Bildung von Verdohimoglobin 
aus Hb. 

4. Die periodische Arterialisierung und ,,Reduktion“ des Hb, 
liefert nicht mehr Verdohimoglobin als die einfache Durchschiitte. 
lung mit Luftsauerstoff. Die hypothetische Annahme, da der 
Gaswechsel unter physiologischen Bedingungen fiir den Abban 
des Hb. zu Gallenfarbstoff verantwortlich sein kénnte, kann ex. 
perimentell nicht gestiitzt werden. 

5. Es konnten maximal 10°/, des Himanteils im Hb. als 
Biliverdin gewonnen werden. Es werden primar noch andere 
Pyrrolyerbindungen aus dem Himoglobin bei unserem Vorgehen 
mit O, und Ascorbinsiure gebildet. 


Frl. E. Barbieri danke ich fiir gewissenhafte Mithilfe bei 
der experimentellen Arbeit. 
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